Designermolektle hemmen die Semaphorin 3F
Wirkung in vitro, haben aber keinen Einfluss auf

den Verlauf der experimentellen Arthritis.
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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Das Paradebeispiel fiir rhneumatische Erkrankungen ist die rheumatoide Arthritis. Friher wurde sie
auch chronische Polyarthritis genannt. Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch
verlaufende systemische Autoimmunerkrankung. In der Regel beginnt die RA mit einer Entziindung
der peripheren Gelenke. Schmerz, Schwellung und eine morgendliche Steifigkeit sind die
Symptome, mit denen die meisten Patienten erstmals konfrontiert werden. Die
Entzindungsvorgénge in den Gelenken (Synovitis) fihren im weiteren Verlauf der Krankheit zu
einer weitgehenden Zerstorung der betroffenen Gelenke [Muller-Ladner U, 2007; Firestein GS,
2003]. Die RA tritt bei ca. 1% der Bevolkerung weltweit auf. Betroffen sind dabei Frauen ab dem
30. bis 50. Lebensjahr mehr als doppelt so haufig wie Manner [Muller-Ladner U, 2007; Theis KA,
2007]. Die betroffenen Personen erfahren durch die RA einen gravierenden Einschnitt in ihre
personliche Lebensqualitat und ihre berufliche Leistungsféhigkeit. Die RA bedeutet somit nicht nur
eine Einschrankung in Beruf und Familie fur den Patienten, sondern hat auch volkswirtschaftliche
Konsequenzen [Theis KA, 2007; Mclnnes 1B, 2011].

Die Gelenke sind zwar meist die ersten aber nicht die einzigen betroffenen Stellen. Im Verlauf der
Krankheit gibt es zahlreiche systemische Manifestationen. Zum einen Dbetreffen die
autoimmunologischen Prozesse im weiteren Verlauf nicht nur die Gelenke, sondern kénnen auch
Muskeln, Bindegewebe und andere Organe betreffen [Muller-Ladner U, 2007; Mclnnes 1B, 2011].
Zum anderen sind mit der RA auch andere Krankheiten wie kardiovaskuldre Ereignisse (CVD) oder
respiratorische Erkrankungen verknupft. Lange Zeit glaubte man, dass die RA nicht tddlich sei.
Mittlerweile ist bekannt, dass bei Patienten das Risiko an kardiovaskuldren oder respiratorischen
Erkrankungen zu versterben, nahezu dreimal so hoch ist wie in der restlichen Bevélkerung [Sparks
JA, 2015]. Die Schwere der Erkrankung korreliert deutlich mit der erhohten Sterblichkeit [Goodson
NJ, 2011].

Durch diese Erkenntnis kam es auch zu einem Paradigmenwechsel in der Therapie. Hat man friher
eher abwartend reagiert, so wird heute eine friihzeitige, aggressive Therapie beim ersten Auftreten
der Symptome angestrebt [Gross WL, 2009].
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1.1.1 Pathologie und Pathogenese

Die Ursache der RA ist bisher noch ungeklart, man hat aber im Laufe der Zeit einige Faktoren
gefunden, die das Entstehen der Krankheit beglnstigen. Man unterscheidet hierbei auslésende und

beitragende Faktoren.

Als eine rheumatoide Arthritis auslésend wurden Infektionen mit verschieden Bakterien und Viren
gefunden. So wird vermutet, dass die Hitze-Schock-Proteine aus Mycobakterien ein kreuzreaktives
Epitop haben das zur Entstehung der RA beitragt. Zusatzlich wird eine Ahnlichkeit zwischen den
DNA Sequenzen von Bakterien wie Escherichia coli und Proteus mirabilis und dem HLA-DRB1
shared epitop, auf das spéter noch eingegangen wird, als moglicher Ausloser gesehen.

Bei den Viren ist das Epstein-Barr Virus ein moglicher Trigger bei rheumatoider Arthritis. Es wurde
sehr haufig in erkrankten Gelenken nachgewiesen. Und man weil’, dass es die Proliferation
autoantikorperbildender B-Zellen induzieren kann [Carty SM, 2003]. Auch werden Traumata und

psychische Stresssituationen als Ausldser angesehen [Hermann M, 2000].

Beitragend zur Entstehung und Schwere der RA sind bestimmte Allele des humanen Leukozyten
Antigens (HLA-DRB1). Dieses Gen codiert MHC Klasse Il Molekile, die an den
antigenprasentierenden Zellen zu finden sind und der Erkennung der Antigene durch die CD4+ T-
zellen dienen [Firestein GS, 2003; Pratt AG, 2015]. Alle Allele die mit der rheumatoiden Arthritis
assoziiert sind, haben an einer Stelle eine &hnliche Aminoséuresequenz, die daher als shared epitop
bezeichnet wird. Man weil3, dass Menschen, die die Allele HLA-DRB1*0401 oder HLA-
DRB1*0404 tragen, ein deutlich héheres Risiko haben, friiher und schwerer an RA zu erkranken.
Andererseits gibt es weitere HLA-DRB1 Allele, die sich protektiv auswirken. Dieser
Zusammenhang besteht allerdings nur bei Patienten, bei denen Antikorper gegen zyklisch
citrullinierte Proteine (CCP) nachgewiesen werden koénnen. Citrullinierung von Proteinen oder
Peptiden ist eine enzymatische Deaminierung von Arginin zu Citrullin, die eine posttranslationale
Konformationsénderung zur Folge hat. Dies ist ein eigentlich physiologischer Vorgang, bei dem es
bei RA allerdings zu einem Toleranzbruch kommen kann [Gross WL, 2009; Gonzales-Guy MA,
2002; deVries RR, 2005].

Das klinische Bild der rheumatoiden Arthritis ist aber in erster Linie durch eine autoentztindliche
Reaktion, die zu einer Synovitis fiihrt, gegeben. Die gangige Arbeitshypothese besagt, dass es durch
ein auslosendes Antigen zu einer Fehlleistung des Immunsystems kommt und das Antigen mithilfe

Antigen-prasentierender Zellen von den CD4+T-Lymphozyten erkannt wird.
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Ob es zu dieser Reaktion kommt, hangt stark von der Art des MHC Molekils der
antigenprésentierenden Zelle ab. Diese aktivierten T-Zellen wandern in die Gelenke, proliferieren

dort und starten das Entziindungsgeschehen [Karouzakis E, 2006].

Als Folge werden von T-Zellen und anderen aktivierten Zellen, wie Makrophagen und Fibroblasten,
proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor o (TNF a), Interferon y (INF v) Interleukin-
2 (IL-2) und IL-6 ausgeschuttet. Hierdurch kommt es zur Anlockung und Aktivierung von B-Zellen,
Makrophagen und neutrophiler Granulozyten, die wiederum durch die Ausschittung weiterer
proinflammatoischer Zytokine und Chemokine das Entziindungsgeschehen weiter anheizen. Die
Menge der durch T-Zellen produzierten entziindlichen Zytokine entspricht allerdings in keiner
Weise der in anderen Autoimmunerkrankungen nachgewiesenen Mengen. Dieses Phanomen wird
dadurch erklarlich, dass auch das Synovium an der Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen beteiligt ist. Fibroblasten schiitten IL-8 und IL-6 zusatzlich aus und halten so das lokale
Entziindungsgeschehen auf hohem Niveau [Firestein GS, 2003]. AuRerdem scheinen die T-Zellen

einen anergen Phé&notyp zu besitzen.

Gleichzeitig wird das Gleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenetischen Faktoren verschoben.
Es kommt zu einem UberschieRen der wachstumsfordernden Substanzen wie dem
Endothelwachstumsfaktor (VEGF) und somit zur Bildung neuer BlutgefaRRe [Taylor PC, 2005]. In
diesem Milieu werden auch Osteoklasen und synoviale Fibroblasten aktiviert, die durch
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und Kathepsine zum Abbau des Knorpels beitragen [Miller-
Ladner U, 2007; Neumann E, 2004]. Es werden sogar zusétzlich vermehrt Osteoklasten aus
Monozyten gebildet. Dies geschieht durch die vermehrte Ausschiittung des Receptors Activator of
NF kB Ligand (RANKL). So gerdt das System immer mehr aus dem Gleichgewicht und die
Entziindung wird chronisch. Ein Teufelskreis beginnt.

Durch das Einwandern der Immunzellen in die eigentlich zellarme Synovia und die Hyperplasie der
Synovialzellen entsteht ein charakteristisches histologisches Merkmal, der sogenannte Pannus
[Karouzakis E, 2006].
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1.1.2 Diagnostik

Man ist heutzutage bemiht, die rheumatoide Arthritis friihzeitig zu erkennen und so den
Teufelskreis aus chronischer Entziindung und spaterer Gelenkzerstérung zu unterbrechen. Trotz der
vielseitigen Therapiemdglichkeiten ist aber nach wie vor nur eine Remission der Krankheit
maoglich.

Fur den frihzeitigen Einsatz von Therapeutika ist allerdings eine rechtzeitige Diagnose unablassig.

Die klinische Symptomatik pragt die Diagnose. Sie wird vom Labor unterstitzt.

Es werden daher im Labor Rheumafaktoren, das sind gegen den Fc-Teil von IgGs gerichtete
Antikorper, die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und das C-reaktive Protein getestet. Diese drei
Marker zeigen zwar eine Entziindung zuverl&ssig an, sind aber leider nicht spezifisch fir die RA. In
neuerer Zeit wird daher ein Test auf anti-CCP Antikdrper hinzugenommen. Dadurch kann eine RA
im frihen Stadium mit einer Spezifitat von bis 98% nachgewiesen werden [Zampeli E 2015]. Man
weil, dass anti-CCP Antikorper mit einer raschen Erosion der Gelenke einhergehen. Daher ist
dieser Serummarker ein wichtiges Werkzeug in der rechtzeitigen Erkennung der schweren
rheumatoiden Arthritis [Zampeli E 2015].

Im spateren Verlauf der Krankheit kommen dann auch bildgebende Verfahren, in der Regel Réntgen
und MRT hinzu, mit denen man den Pannus und die subchondrale Osteoporose bzw. Entzlindung
darstellen kann.

1.1.3 Therapie

Ziel der heutigen Therapie ist eine frihzeitige und langfristige Reduktion der Entziindungsreaktion,
um eine Gelenkzerstérung weitestgehend zu minimieren. Darlber hinaus ist eine effektive

Schmerztherapie von hoher Bedeutung.

Es stehen heutzutage verschiedene molekulare Maoglichkeiten zur Verfligung, um in das

Krankheitsgeschehen der RA einzugreifen.

Es stehen drei Wirkstoffgruppen zur Verfugung. Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR),
Glucocorticoide und krankheitsmodifizierende Antirheumatika (DMARD), die man wiederum in

chemische Substanzen und Biologicals unterteilt.
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Fur die Langzeittherapie kommen Glucocorticoide nur in niedrigen Dosen in Frage. Sie kdnnen das
Entzundungsgeschehen in der RA zwar positiv beeinflussen, sind aber bei hohen Dosen wegen
Nebenwirkungen wie Haut- und Muskelatrophie, Cushing-Syndrom, Katarakt und Osteoporose sehr
problematisch. NSARs haben auf Entziindung bei der rheumatoiden Arthritis nur ungentigenden
Einfluss, sind aber wegen ihrer schmerzlindernden Wirkung hdufig als Co-Medikation zu finden
[van\Vollenhoven RF, 2009].

Die aktuelle Therapieempfehlung der EULAR ist in Abbildung 1 vereinfacht dargestellt.

| Phase 1 |

Methotrexat + Glucocorticoide
¢ (kurzfristig hoch, langfristig niedrig)

erfolgreich nicht erfolgreich Bei Unvertraglichkeit
¢ \1/ alternativ:
: ! Leflunomid
Therapie beibehalten Gold

| Phase 2 I Sulfasalazin

Methotrexat + zweites cDMARD + Glucocorticoide

(niedrig dosiert)
% v

erfolgreich nicht erfolgreich + evtl bDMARD

lé \L TNF-Inhibitor

Therapie beibehalten
| Phase 3 |

TNF-Inhibitor oder Abatacept/ Rituximab/ Tocilizumab + Glucocoticoide
(niedrig dosiert)

Abbildung 1: Therapieschema nach Empfehlungen der EULAR 2010

Begonnen wird in Phase 1 mit Methotrexat als Standardtherapeutikum und einer kurzfristigen Gabe von hochdosierten
Glucocorticotiden im Falle eines Entziindungsschubs. Filhrt diese Therapie nicht zum Erfolg wird in Phase 2 ein
weiteres cDMARD oder evtl. ein TNF- Inhibitor gegeben. In Phase 3 kommen dann ausschlieBlich die bDMARDs zum
Einsatz. Dort wird dann gegebenenfalls der TNF-Inhibitor gewechselt oder ein weiteres Therapeutikum dazu
genommen [Smolen JS, 2010 + update 2013].
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Das Hauptaugenmerk bei einer erfolgreichen Langzeittherapie liegt also auf den DMARDs.

Bei den cDMARD:s ist Methotrexat (MTX), ein Folséureantagonist, das Mittel der ersten Wahl. In
der Behandlung der RA verringert MTX die Proliferation von Lymphozyten und die Bildung von
Rheumafaktoren. Es reduziert zudem die Zytokinsynthese und den Ubertritt von Leukozyten aus
dem Blut ins Gewebe [Pincus T, 2003].

Wenn MTX als Therapeutikum der ersten Wahl nicht vertragen wird, stehen mehrere Alternativen
zur Verfigung: Leflunomid, ein Pyrimidinsyntheseantagonist; Ciclosporin, ein
Immunsuppressivum; oder Sulfasalazin, ein Entzindungshemmer, der Gber die

Prostaglandinsynthesehemmung wirkt.

Bei den bDMARDs werden zunéchst TNF-Inhibitoren wie Infliximab, Adalimumab, Etanercept
oder Certolizumab eingesetzt. Es gibt auch vielseitige neue Biologicals, die auf verschiedenen
Wegen in das Geschehen eingreifen. Eine der Moglichkeiten ist Abatacept, ein humanes
Fusionsprotein aus humanem CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4) und dem Fc-
Teil des humanen IgG1, das die T-Zell-Kostimulation beeinflusst. Als weitere Optionen sind
Rituximab, ein anti-CD20 Antikdrper, Tocilizumab, ein anti-1L-6-Rezeptor Antikorper oder

Anakinra, ein Interleukin-1 Rezeptorantagonist zu nennen.

Noch nicht flr die RA zugelassen aber in verschiedenen Phasen der klinischen Prifung sind
Belimumab, das die B-Zell Reifung hemmt, Tofacitinib, ein JAK-Kinase Hemmer oder
Fostamatinib, ein SyK-Kinase Hemmer, sowie Sekucinumab, ein anti-IL17A Antikorper. All diese
neuen Therapeutika scheinen einen sehr positiven Einfluss auf den Verlauf der RA zu nehmen [Avci
AB, 2015; Zampeli E, 2015; vanVollenhoven RF, 2009].

Die verschiedenen Wirkmechanismen der bDMARDSs sind nochmal in Abbildung 2
zusammengefasst. Die Wirksamkeit der medikamenttsen Therapie ist bei den einzelnen Patienten
hochst unterschiedlich, wie sich auch der zeitliche Verlauf und die tatsachliche Auswirkung auf die
Zerstorung der Gelenke stark unterscheiden. Nicht zuletzt wird daher immer wieder diskutiert, ob
sich hinter dem klinischen Bild der RA verschiedene Krankheiten unterschiedlicher Pathogenese
verbergen. Durch diesen Umstand gibt es leider nach wie vor Patienten, die medikamentds nicht

ausreichend therapiert werden kénnen.

Als letzte Option bleibt dann noch der operative Eingriff, bei dem gibt es entweder die Moglichkeit
der Synovektomie, einer Gelenkprothese oder als Ultima Ratio die Gelenkversteifung gibt.
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Infliximab
Adalimumab
Etarnercept etc.

Abatacept NF-y
—_— —p

- Denosumab

2. T
_— . RANK/RANKL
e o ) 401 :tio ANK/RANK
i Tocilizumab | I|TLN6F-Q
Klasse Il Komplex /\ cD20 / ocilizuma 4
IL-1

B-Zelle

présentierende
Zelle JAK

y Synovialer
/\ Fibroblast l
l Fostamatinib
‘ Kollagenasen

Antikérper z.B. Rheumafaktoren * MMP
4 Kathepsine

Abbildung 2: Angriffspunkte der neuen Therapieformen

In dieser Abbildung ist noch einmal das Entzindungsgeschehen in Kiirze zusammengefasst um die verschieden
Therapieansétze einer Auswahl der wichtigsten Therapeutika zu veranschaulichen. Durch den Einsatz der modernen
Biologicals hat man die Mdglichkeit, die Entziindung an verschiedensten Punkten gilinstig zu beeinflussen.
Nichtsdestotrotz gibt es eine Gruppe von Patienten, denen auch mit diesen neuen Mdglichkeiten noch nicht ausreichend
geholfen werden kann. [Avci AB, 2015;Zampeli E, 2015]

Abkirzungen: JAK: Januskinase; MHC: Haupthistokompatibilitatskomplex;MMP: Matrixmetalloproteinase; SyK:
Spleen tyrosine kinase; RANKL: Receptor Activator of NF-xB Ligand
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1.2  Das periphere Nervensystem und Entziindung

1.2.1 Das periphere Nervensystem

Das periphere Nervensystem gliedert sich in verschiedene Teile mit unterschiedlichen Funktionen.
Es gibt einerseits das somatomotorische Nervensystem, auch willkirliches Nervensystem genannt,
welches Bewegungen steuert, aber auch Reize, wie zum Beispiel bei Schmerzen afferent an das
Gehirn zuriickleitet. Dem entgegengesetzt ist das vegetative oder auch autonome Nervensystem, das
sich wiederum in Sympathikus, Parasympathikus und enterisches Nervensystem unterteilt. Als
enterisches Nervensystem wird das komplexe Nervengewebe des Verdauungstraktes bezeichnet, das
viele Vorgange der Verdauung autonom regelt, aber auch von Sympathikus und Parasympathikus
beeinflusst wird. Das parasympathische Nervensystem vermittelt seine Wirkung sowohl pré- als
auch postsynaptisch ber Acetylcholin. Der Parasympathikus ist dabei fiir Kérperfunktionen
verantwortlich, die der Regeneration und dem Aufbau von Energiereserven dienen.

Das sympathische Nervensystem (SNS) verwendet praganglionar Acetylcholin und postganglionar
Noradrenalin als Neurotransmitter. Allerdings sind auch Ausnahmen von dieser Regel bekannt. Die
Wirkung an den Schweil3driisen zum Beispiel wird ausschliel3lich tiber Acetylcholin vermittelt. Die
Wirkung des Sympathikus hat meist eine erhohte Leistungsbereitschaft und einen Abbau von
Energiereserven zur Folge. Somit kann man Sympathikus und Parasympathikus in ihren Effekten

als zwei entgegengesetzte Systeme verstehen [Mutschler E, 2007; Pongratz G, Straub RH, 2013].

Schon friih stand das periphere Nervensystem (PNS) im Verdacht, an der Entstehung und dem
Schweregrad der Gelenkentziindung in der RA beteiligt zu sein [Levine JD, 1985]. Heute weil3 man,
dass das PNS den Entziindungsprozess aktiv mitgestaltet.

Beim sensiblen Nervensystem ist die Weiterleitung von Hitze, Kélte oder mechanischen Reizen bei
Weitem nicht die einzige Aufgabe. Es kann Uber die entsprechenden Rezeptoren auch gezielt
Entziindungsfaktoren wie Bradykinin, Prostaglandine oder bestimmte Cytokine (TNF, IL-1 oder IL-
6) wahrnehmen [Basbaum Al, 2009]. Andersherum sind Neurotransmitter der sensiblen Nerven, wie
Substanz P und das Calcitonin Gene-Related Peptid 1 (CGRP-1) in der Lage, eine Entziindung

durch Vasodilatation und Chemotaxis aktiv zu verstarken [Birklein F, 2008].
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Der Parasympathikus wiederum hat einen entziindungshemmenden Effekt. Er kann Gber seinen
Neurotransmitter Actylcholin und den a7 nikotinischen Rezeptor, der von Makrophagen und
anderen Zellen exprimiert wird, die Produktion entziindungsfordernder Zytokine wie TNF deutlich
verringern [Pavlov VA, 2003].

1.2.2 Der Sympathikus in der Entziindung

In der akuten Entziindung wird die Aktivierung des Immunsystems von den sensiblen Nerven
wahrgenommen. Die afferenten Nerven leiten die Information an das Gehirn weiter und dort wird
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) und damit die Cortisolsekretion
sowie das SNS aktiviert. Diese Stressreaktion des Kdrpers dient der Energiebereitstellung durch
Lipolyse, Glukoneogenese und den Abbau muskulérer Proteine. Dies dient dazu, dem aktiven
Immunsystem gentigend Energie bereitzustellen, da es deutlich mehr Energie verbraucht als in Ruhe
[Straub RH, 2010]. Neben der Bereitstellung von Energie tragt dieses System aber auch noch auf
anderem Wege zur Bek&mpfung der eingedrungenen Antigene bei. Systemisch fihrt es zu erhéhtem
Herzschlag und Lymphfluss [Howarth D, 1999]. Es fordert das Einwandern von Immunzellen tber
den Abbau von MMPs [Speidel WS, 2004] sowie die Modulation der Zytokinproduktion adaptiver
Immunzellen in Milz oder Lymphknoten (iber deren (3,-Rezeptoren [Sanders VM, 2012].

Lokal sieht der Einfluss des SNS ein wenig anders aus, dort wirkt es erst einmal vor allem
antiinflammatorisch [Capellino S, 2010; Jenei-Lanzl Z, 2013]. Dies geschieht hauptsachlich ber
die lokale Ausschiittung von Noradrenalin, welches an B,-Rezeptoren bindet, die auf Immunzellen
wie Makrophagen, B- und T-Zellen exprimiert werden [Nance DM, 2007], und das flhrt zu einer
Verminderung der TNF-Sekretion bzw. Erh6hung der IL-10 Ausschiittung. Gleichzeitig kann das
SNS auch tber Adenosin (A2a) Rezeptoren entziindungshemmend wirken [Sitkovsky MV, 2003;
Blackburn MR, 2009].

Noch einmal anders ist die Situation im weiteren Verlauf der Entziindung. Hier kommt es zu einem
Ruckzug der sympathischen Nervenfasern aus dem entziindeten Gebiet [Miller LE, 2004; Fassold
A, 2009]. Dies flhrt zum einen dazu, dass der antiinflammatorische Einfluss lber p,-Rezeptoren
nachlésst und gleichzeitig der proinflammatorische Effekt Giber a-Rezeptoren steigt. a- und -
Rezeptoren werden nicht nur von den sympathischen Nerven exprimiert sondern auch von
Immunzellen. Durch den Rickzug des SNS sinkt lokal die Konzentration der Katecholamine. Die

Uber a-Rezeptoren vermittelte, proinflammatorische Wirkung tberwiegt.
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Dies ist der Fall, weil die Affinitat von Noradrenalin an a-Rezeptoren einhundert Mal hoher ist als
an B,-Rezeptoren [Pongratz G, 2013].

Sowohl die Menge an sympathischen Nervenfasern als auch die Anzahl der exprimierten o und/oder
B-Rezeptoren ist aber keinesfalls statisch, wodurch massiv Einfluss auf das Entziindungsgeschehen

genommen wird [Nance DM, 2007]. In Abbildung 3 ist dieser Zusammenhang dargestellt.

Zusatzlich ist auch das Verhaltnis zwischen sensiblen und sympathischen Nervenfasern ein
entscheidender Faktor. Nimmt die Anzahl der sympathischen Nerven ab verschiebt sich das

Gleichgewicht in Richtung der entziindungsférdernden, sensiblen Nervenfasern [Miller LE, 2000].

Zusammenfassend kann man sagen, eine Entziindungsreaktion aktiviert das SNS. Der Sympathikus
dient in der akuten Phase der Entziindung der Bekdmpfung des Antigens, indem systemisch Energie
bereitgestellt wird und lokal eine Verschiebung hin zu einem proinflammatorischen Milieu

geschaffen wird.

In der chronischen Entzlindung schlégt dieser positive Effekt aber ins Gegenteil um. Durch die hohe
systemische Aktivitat des SNS, den lokalen Riickzug der Nervenfasern und eine leicht erhéhte bis
normale Aktivitat der HPA-Achse, die allerdings nun ihre immunsuprimierende Wirkung verliert,
wird die Entziindung befordert. Durch eine Reduktion der Glukokortikoid-Rezeptoren und dem
Rickzug sympathischer Nervenfasern bei langer andauernder Stimulation, kommt es zu einer
Entkopplung der Entziindung von der efferenten Steuerung durch das ZNS [Monrad EF, 2001;
Straub RH, 2001].
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Abbildung 3: Einfluss der sympathischen Nervenfasern auf Immunzellen

Der Einfluss der Katecholamine auf die Immunzellen, hier am Beispiel eines Makrophagen, ist stark vom Abstand zu
den Nervenfasern abhéngig.

Links: In einem gesunden Milieu sind sympathische Nervenfasern vorhanden und durch die hohe Konzentration an
Noradrenalin (NE) werden sowohl B-Rezeptoren als auch a- Rezeptoren stimuliert. In dem Fall Uiberwiegt der
entziindungshemmende Effekt tber die B-Rezeptoren.

Rechts: Im Laufe der Entziindung hat sich das SNS durch den Einfluss von Semaphorinen aus dem entziindlichen
Gebiet zuriickgezogen. Als Folge nimmt die Noradrenalin Konzentration ab, und es findet hauptsachlich eine Anregung
der a-Rezeptoren statt. Das geschieht, weil die Bindungsaffinitat fur Katecholamine von a-Adrenorezeptoren deutlich
hoher als die der B-Adrenorezeptoren ist. Bei geringerer Konzentration werden nur noch die o- Rezeptoren gebunden,

und der entziindungsférdernde Effekt kommt zu Tragen [Pongratz G, Straub RH, 2014].
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1.3 Axonale Wegfindung

Die Anwesenheit von Nervenfasern in einem bestimmten Gewebe ist nicht so statisch, wie man
vermuten mag. Und da die An- oder Abwesenheit bestimmter Nervenfasern entscheidend flr den
Verlauf entzlindlicher Erkrankungen wie der RA sein kann, ist ein genauer Blick auf den

Mechanismus der neuronalen Vernetzung im ausgewachsenen Nervensystem von hohem Interesse.

Eine Nervenzelle teilt sich in den Zellkorper und zweierlei Fortsetzungen. Die Dendriten, die dem
Zellkdrper entspringen, nehmen vornehmlich Erregungen von anderen Zellen auf. Das Axon ist ein
sehr langer Auslaufer, der Signale Gber Neurotransmitter an andere Zellen vermittelt. Am Ende des
Axons ist ein Kegel mit fingerartigen Auswichsen, der Wachstumskegel. Dieser Wachstumskegel
steuert den Wachstumsprozess des Neurons [Raper J, 2010]. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten,
dieses Wachstum zu beeinflussen. Das Wachstum oder AbstoRung kann uber direkten Kontakt mit
anderen Zellen oder Geweben (iber membrangebundene Signalmolekile erfolgen. Es kann auch
uber freie Signalmolekule, die langere Strecken tberbriicken kénnen, eine Steuerung stattfinden.
Dies wird Chemoattraktion bzw. Chemorepulsion genannt [Kolodkin AL, 2011].

Die Moglichkeiten der Lenkung sind sehr vielféltig, und so haben sich Uber die Zeit vier klassische
Hauptfamilien der Steuerungsmolekiile herausgebildet: Die Netrine, die Slits, die Ephrine, und die
Semaphorine, die groRtenteils die Repulsion steuern, sowie die Neurotrophine als
Wachstumsfaktoren [Dickson BJ, 2002; Bashaw GJ, 2010].
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1.3.1 Netrine, Slits und Ephrine

Netrine sind kleine Proteine, die Uber recht weite Distanzen hinweg wirken kénnen [Baker KA,
2006]. Wenn sie tiber DCC und UNC-40 Rezeptoren binden, wirken sie anziehend auf
Nervenfasern. Binden sie tber UNC-5 Rezeptoren ist ihre Wirkung abstoRend. AuRerdem wirken
sie auch noch unabhangig vom Nervensystem als Wachstumsfaktoren und in der Zelladhé&sion [Lai
Wing Sun K, 2011].

Slits sind Repulsionsfaktoren, die Uber Robo-Rezeptoren wirken, aber sie kdnnen auch die

Vernetzung von Nervenzellen unterstitzen [Kolodkin AL, 2011].

Ephrine sind an Zelloberflachen gebunden, sodass sie nur bei Kontakt wirken kénnen. Sie binden an
die Eph-Untergruppe der Tyrosinkinaserezeptoren. Die Ephrine sind fir die Feinsteuerung der
neuronalen Vernetzung zustandig. Sie konnen sogar auf bestimmte Axone abstoRRend oder anziehend
wirken und so einzelne Nervenfasern gezielt verbinden. Ebenso interessant ist, dass die
Signalwirkung der Ephrine nicht auf die rezeptorexprimierende Zelle beschrankt ist, sondern in
beide Richtungen laufen kann [Rodger J, 2012; Klein R, 2014].

1.3.2 Semaphorine

Semaphorine sind eine grofRe Gruppe von etwa 20 Signalmolekiilen, die im Menschen vorkommen.
Ihnen gemeinsam ist eine Struktur von ca. 500 Aminoséuren, der sogenannten Sema-Domane. Sie
werden in insgesamt 7 Unterklassen eingeteilt, wobei nur Klassen 3 bis 7 im Menschen
vorkommen. Es gibt sie sowohl in sezernierter Form (Klasse 3) als auch membrangebundener Form
(Klasse 4 bis 7), was bedeutet, dass sie sowohl bei Kontakt als auch auf weitere Distanzen eine
Rolle spielen [Jongbloets DC, 2014; Kolodkin AL, 2011].Eine Ubersicht Gber die Klassen der
Semaphorine ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Klasse 1 2 3 4 5 6 7 \"

Spezies Drosophila Drosophila Mensch Mensch Mensch Mensch Mensch Mensch

Vertreter Sema 1a Sema2a Sema 3A Sema4A Sema5A Sema6A Sema7A Sema VA
Sema 1b Sema2b Sema 3B Sema4B Sema5B Sema 6B Sema VB
Sema 3C Sema4C Sema5C Sema 6C
Sema 3D Sema 4D Sema 6D
Sema 3E Sema 4E
Sema 3F Sema 4F
Sema 3G Sema 4G

i ! i
. Sema Domane PSI Domane Ig Domane

Basis Doméne Thrombospondin Domane @ GPI Anker

Abbildung 4: Ubersicht tiber die verschiedenen Klassen der Semaphorine

Alle Semaphorine haben eine deutliche Strukturahnlichkeit. Klassen 1 und 2 kommen ausschlieflich in Invertebraten
vor. Klassen 3 bis 7 sind in Vertebraten und damit auch im Menschen aufzufinden. Bis auf die Klasse 3, die sezerniert

wird, sind alle Semaphorine des Menschen membranstandig. [Yazdani U, 2006]

Die meisten Semaphorine sind Repulsionsfaktoren, konnen aber auch anlockend wirken. Sie haben
von allen Lenkungsmolekilen die hdchste Diversitat in ihrem Wirkspektrum. Ein klassisches
Beispiel ist Semaphorin 3A, welches h&ufig in umgebenden Geweben der Nervenendigungen
exprimiert wird, sodass der Nerv den richtigen Weg einschlagt. Auch die transmenbranen
Semaphorine wirken meist repulsiv [Masuda T, 2005]. Die transmembranen Semaphorine kénnen
gleichzeitig ein Signal ruckkoppeln, sodass es hier eine einwadrts gerichtete Signaltransduktion
geben kann [Tran TS, 2007].

Die Hauptrezeptoren ftir Semaphorine sind Plexine. Die Familie der Plexinrezeptoren umfasst neun
verschiedene Rezeptorproteine. Viele Semaphorine kénnen direkt an Plexin binden, andere, wie die
Semaphorine der Klasse 3, bendtigen fur eine Bindung den Corezeptor Neuropilin-1 oder

Neuropilin-2, der dann zusammen mit Plexin einen Rezeptorkomplex bildet [Janssen BJ, 2012].
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Die verschiedenen Semaphorine benétigen eine bestimmte Kombination aus Neuropilin-1 oder -2
mit einem bestimmten Plexin, um ihre Wirkung zu entfalten. Eine Signaltransduktion wird nur
ausgeldst, wenn alle drei Komponenten, Semaphorin, Neuropilin und Plexin aneinander binden
[Janssen BJ, 2012]. Dadurch kommt auch die Bifunktionalitét vieler Semaphorine zustande, die je
nach Rezeptorkomplex, an den sie gerade binden, sowohl repulsiv als auch anlockend wirken
konnen [Tran TS, 2007]. Teilweise ist fur die gezielte Wirkung auch noch ein IgCAM
(Immunglobulin cell adhesion molecule) wie L1-CAM oder N-CAM nétig [Zhou T, 2008]. Daraus
wird ersichtlich, dass sich auch der intrazelluldre Signalweg deutlich unterscheiden kann und einen

besonderen Einfluss auf die Signalwirkung der Semaphorine hat.

Semaphorin 3C und 3F sind fur die Repulsion der sympathischen Nervenfasern bekannt und
wurden auch schon in der RA nachgewiesen. Sie sind daher von besonderem Interesse [Miller LE,
2004; Fassold, 2009]. Sie binden an den Rezeptorkomplex Plexin A2/Neuropilin-2, der im Fokus
dieser Arbeit stand [Gammill LS, 2006].

Allgemein wird durch die Aktivierung des Plexin-Rezeptors durch Semaphorine der Klasse 3 eine
intrazellulare Signalkaskade ausgeltst, die zu einem lokalen Abbau von zytoskeletalen

Komponenten des Wachstumskegels fihrt.

Um uberhaupt an den Rezeptor binden zu kdnnen, ist eine Dimerisierung der Klasse 3 Semaphorine
notwendig [Koppel AM, 1998]. AnschlieBend bindet dieses Dimer an ein Neuropilin, welches
ebenfalls dimerisiert vorliegt [Janssen BJ, 2012]. Da Neuropiline eine sehr kurze intrazellulare
Doméne haben, dachte man lange Zeit, dass fir ein Signal zwingend ein anderer Rezeptor
notwendig ist. Dies muss nicht zwingend ein Plexin sein, sondern kann auch ein VEGF-Rezeptor
oder Integrin sein [Guttmann-Raviv N, 2006; Fukasawa M, 2007]. Neuerdings hat sich allerdings
gezeigt, dass auch Neuropilin alleine einen Einfluss auf Tumorwachstum und Apoptose haben kann
[Nasarre P, 2014].

Im Falle der axonalen Wegfindung ist Neuropilin allerdings nur Corezeptor, der die Affinitat von
Semaphorin zum Plexin erhoht. Plexine haben eine deutlich langere intrazellulare Doméne, die eine
GAP-Doméne (GTPase aktivierendes Protein), sowie eine Rho-GTPase bindende Domane
beinhaltet. Es sind verschiedene intrazellulare Signalwege bekannt, die in Abbildung 5 zusammen

gefasst sind.
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Die GAP-Domane bindet und inaktiviert das monomere G-Protein R-Ras [Pischel AW, 2007;
Uesugi K, 2009]. Dadurch wird die PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) aktiviert, die Uber die
Aktivierung der Akt (Serin/Threonin Kinase) zu einer verminderten Zelladhédsion und einem
Rickzug des Wachstumskegels fuhrt. Dies ist der sogenannte PI3K/Akt/mTor Signalweg [Koate
TM, 2015]. Interessanterweise kdnnen Semaphorine aber auch den Gegenspieler der PI3K, die
Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), aktivieren [Pasterkamp, 2009]. Dieser
Mechanismus ist nochmals durch FARP2, einen Racl exchange factor (RacGEF), am

intrazellularen Teil des Plexin riickgekoppelt. Dieser Signalweg ist in Abbildung 5 griin dargestellt.

Ein anderer Weg wurde bisher fur die Aktivierung des Plexin Al durch Semaphorin 3A beschrieben
[Toyofuku T, 2005]. Hier dissoziiert FARP2 vom Rezeptor und aktiviert Racl. Racl kann entweder
uber RND-1 (Rho family of GTPases) R-Ras inaktivieren oder tiber PAK (p21-aktivated Kinase)
und LIM- Kinase 1 den Cofilin-Weg aktivieren, und so ebenfalls einer Zerstérung der Aktinstruktur
und damit einen Zusammenbruch des Wachstumskegels induzieren [Aizawa H, 2001; Nasarre P,
2014]. In Abbildung 5 ist dieser Weg gelb dargestellt.

Ein weiterer Mechanismus, der zu einem Zusammenbruch der Aktinfilamente fuhrt, ist die Plexin-
bedingte Aktivierung von Mical (Molecule Interacting with CasL, eine Flavin-Adenin-Dinukleotid
abhangige Monooxigenase). Zum einen kann Mical Methionin zu Methioninsulfoxid oxidieren. Da
Methionin fir die Polymerisation von Aktin nétig ist, wird diese behindert und das Aktin wird
destabilisiert. Diese Oxidation kann durch die Methioninsulfoxid-Reduktase (Sel-R) ruckgéangig
gemacht werden. Zum anderen setzt Mical Wasserstoffperoxid frei, das CRMP2 (Collapsin
response mediator protein) oxidiert und dimerisiert und zu einer Interaktion mit Thioredoxin und
damit zum Kollaps der Mikrotubuli fiihrt [Terman JR, 2002; Hung RJ, 2011; Hota PK, 2012]. Dies
ist der blaue Pfad in Abbildung 5.

Die beschriebenen Wege sind nur die Signalwege, die einen Einfluss auf die neuronale Steuerung
haben, und auch hier ist noch nicht ganz klar, welcher der wichtigste ist. Es sind noch einige andere
intrazelluldre Signalwege bekannt, die auf andere Corezeptoren wie Integrine oder IgCAMSs

zuruckgehen.
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Abbildung 5: Zusammenfassung der Signalwege zur neuronalen Repulsion am Plexin A/ Neuropilin Korezeptor
ausgelost durch Semaphorine der Klasse 3

Hier sind die drei Hauptwege aufgefiihrt, die zu einer Verringerung der Adhasion und einem Zusammenbruch des
neuronalen Wachstumskegels, ausgeldst durch Semaphorine der Klasse 3, fihren.

Griin: Die GAP-Domane des Plexins inaktiviert R-Ras, das wiederum die PI3K hemmt und so Akt aktiviert, die den
Rickzug einleitet. PTEN kann der Aktivierung von Akt entgegenwirken.

Gelb: Vom Plexin A dissoziiertes FARP2, das Rac-1 aktiviert, kann entweder Uber RND-1 ebenfalls R-Ras hemmen
oder Uber PAK/LIMK/Cofilin die Struktur der Aktinfilamente verdndern und so zum Kollaps des Wachstumkegels
fuhren.

Blau: Auch Mical kann durch Oxidation des Methionins die Quervernetzug behindern und so die Struktur verandern.
Durch Sel-R wird Methionin wieder reduziert. (Nasarre P, 2014; Hota PK 2012; Pasterkamp, 2009)

Abkurzungen: Akt: Serin/Threonin Kinase; FARP2: Racl exchance Faktor; GAP: GTPase aktivierendes Protein; Mical:
Molecule Interacting with CasL; PAK: p21-aktivated Kinase; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; PTEN: Phosphatase and
Tensin homolog; R-Ras: G- Protein, Rat sarcoma; RND-1:Rho family of GTPases; Sel-R: Methioninsulfoxid-
Reduktase
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1.3.3 Morphogene und Neurotrophine

Neben den oben beschriebenen Hauptgruppen der Lenkungsmolekile gibt es auch noch andere
Molekile, die das Wachstum von Nervenfasern beeinflussen koénnen. Zu den sogenannten
Morphogenen gehdéren Wnt, SHH (sonic hedegehog) und TGFp (transforming growth factor
S)IBMP (bone morphogenic protein). Sie spielen allerdings eher im ZNS und in der embryonalen
Entwicklung eine lenkende Rolle [Sanchez-Camacho C, 2009; Yam PT 2013].

Neurotrophine sind Wachstumsfaktoren fiir Nervenzellen. Sie sichern das Uberleben der Zellen und
steuern die Differenzierung [Jakobsen MD, 1996]. Zu dieser Gruppe gehdren NGF (nerve growth
factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT-3 (Neurotrophin-3) und NT-4/5
(Neurotrophin-4/5). Sie alle vermitteln ihre Effekte tber Tyrosinkinase-Rezeptoren (Trk) [Huang
EJ, 2001; Miller FD, 2001]. Der Hauptsignalweg ist hierbei eine Aktivierung des R-Ras/PI3K/Akt
Signalweges [Chao MV, 2003].
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1.4 Zielsetzung

Der beobachtete Riickzug sympathischer Nervenfasern aus dem Entziindungsgebiet der
rheumatoiden Arthritis tragt zu einer Verschlimmerung und vielleicht sogar der Chronifizierung des
Entzliindungsgeschehens bei. Ein Verbleib der Nervenfasern dicht am Entziindungsherd kénnte
durch die hohere Katecholamin-Konzentration und das Gleichgewicht zwischen sensiblen und
sympathischen Nerven eine Verbesserung der Entziindung zur Folge haben. Das wére eine neue
Madglichkeit der Therapie der RA.

In der RA sind die Repulsionsfaktoren Semaphorin 3F und 3C, die selektiv auf den Sympathikus
wirken, lokal erhoht [Fassold A, 2009; Koeck, 2009]. Der Riickzug des SNS aus dem entziindeten
Gebiet wird tber den Plexin A2/ Neuropilin-2 Rezeptorkomplex mit Semaphorin 3C oder 3F als
Liganden ausgeldst [Yazdani U, 2006].

An diesem System gilt es also Eingriffsmoglichkeiten zu finden, die eine Repulsion verhindern
konnen. Dies er6ffnet mehrere Angriffspunkte: Erstens konnte eine Blockade des Plexin A2
Rezeptors glinstig sein, sodass der intrazellulare Signalweg nicht mehr zur Verfiigung steht.
Zweitens konnte eine Blockade des Neuropilin-2 Korezeptors relevant sein, um eine effektive
Bindung von Semaphorin zu behindern. Drittens kdnnte das Neutralisieren des freien Semaphorins

erfolgversprechend sein.
Ziel ist es:

1. Es sollten Substanzen gefunden werden, die den Riickzug der sympathischen Nervenfasern

in vitro hemmen. Als Methode dient hier der Neuriten-Repulsionsassay.

2. Die Effektivitat dieser Substanzen sollte dann auch in vivo am Mausmodell der

experimentellen Arthritis gezeigt werden.

3. Es sollte die Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Nervenfasern in vivo dargestellt werden.
Hierfur sollte eine transgene Maus hergestellt werden, bei der der Neuropilin-2 Rezeptor

fluoreszent mit eGFP (enhanced green fluoreszent protein) markiert ist.



Material und Methoden

20

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Es folgt eine tabellarische Aufstellung der flr diese Arbeit notwendigen Geréte, Chemikalien und

Verbrauchsartikel sowie Antikorper, Proteine und Peptide.

2.1.1 Geréte

Gerate

Hersteller

Analysenwaage Sartorius analytic A120S

Brutschrank

Durchlichtmikroskop

ELISA Reader

Fluoreszenzmikroskop inkl. Axiovision Software

Homogenisator IKA ® Ultra- Turrax

pH-Meter

Pipetten 10; 100; 200; 1000 pl

Stemi biokulares Mikroskop

Thermocycler TRISTAR

Waage Sartorius excellence E1200S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

E. Leitz, Wetzlar, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Medita, Hof, Deutschland

Wiss. Tech. Werkst., Weilheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
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2.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Accutase

Agarose

BDNF

B27 Zusatz fir neuronale Zellkulturen

bFGF

Bovines Kollagen Typ Il

Bovines Serum Albumin

Ciprofloxacin

Collagenase Typ |

Cytosin- Arabinofuranosid

Dispase Il / neutral protease grade Il

DNA release

Erylysepuffer

Freund Adjuvant, komplett

Fetales Kalberserum

FGF8

Ziegenserum

HEPES

Insulin (human)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R+D systems, Minneapolis, USA

Gibco/ Life technologies, USA

R+D systems, Minneapolis, USA

MD Bioscience, Zlrich, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Gibco/ Life technologies, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz

Thermo Fisher, Waltham, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R+D systems, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lilly, Gief3en, Deutschland
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Krebs-Ringer-Substrat

Natriumselenit

Nerve growth factor

Non-protein blocking buffer

PBS (Phosphate buffered saline)

Phosphat-Citrat Puffer

Penicillin / Streptomycin

Progesteron

Protein free blocking buffer

Putrescin

Sonic hedgehog

Streptavidin/HRP

TMB Tabs

Transferrin

Triiodothyronin

L-Thyroxin

Tryptanblau

Tween 20

Ultra TMB ( fertige L6sung)

Wasserstoffperoxid 30%

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

PAA laboratories, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R+D systems, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

8 well chamber slides mit Poly-D-Lysin

Hamiltonspritze 1 ml

NUNC maxisorp 96-well Platten

Peptid coating ELISA Kit

Petrischalen, 35 mm

Zellsieb, 40 um

Zellkulturflaschen T25/T50/T75/T100

Corning, USA

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Thermo Fisher, Waltham, USA

TaKaRa Bio Inc., Japan

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

2.1.4 Antikorper, Proteine und Peptide

Antikorper/ Protein/ Peptid

Hersteller

Anwendung

Goat anti-Plexin A2 Antikdrper,

Polyklonal anti-human/mouse/rat

Goat anti-Neuropilin-2
Antikorper, Polyklonal anti-

mouse/rat

Mouse anti-Neuropilin-2
Antikdrper, Monoklonal anti-

human

Plexin A2 rekombinantes Protein

human

R+D systems, Minneapolis, USA
Bestellnummer: AF5486

R+D systems, Minneapolis, USA
Bestellnummer: AF567

R+D systems, Minneapolis, USA
Bestellnummer: MAB2215

Abnova/ Biozol, Eching,
Deutschland Bestellnummer:
H00005362-P01

Repulsionsassay, Phage display,
ELISA, CIA

Repulsionsassay, CIA

Immunfluoreszenz

Phage display
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Recombinant Semaphorin 3F Fc-

chimera

VEGF 165 from mouse

Neuropilin-2 Fc chimera

rekombinantes Protein, human

Rabbit anti goat, biotinyliert

Alexa fluor 546 goat anti mouse

Alexa fluor 546 rabbit anti goat

AV1

Ac-WLFQRDPGDR- NH2

AV2

Ac-QATVKWLFQRDPGDRR-
NH2

AcBI3

Ac-DSSDQFSFDYELEQN-NH2

AcBl4

Ac-DSSIQFFSFEKDKERI- NH2

AcBI5

Ac-DSSLQFEYIDDPR- NH2

R+D systems, Minneapolis, USA
Bestellnummer: 3237-S3

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bestellnummer: SRP4364

R+D systems, Minneapolis, USA
Bestellnummer: 2215-N2

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Life technologies, USA

Life technologies, USA

Prof. Dr. Ines Neundorf,
Lehrstuhl fiir Chemie, Universitat
Kaln

Prof. Dr. Ines Neundorf,
Lehrstuhl fiir Chemie, Universitat
Kdln

Prof. Dr. Ines Neundorf, Lehrstuhl
fur Chemie, Universitat Koln/
Bachem Holding, Bubendorf,

Schweiz

Prof. Dr. Ines Neundorf, Lehrstuhl
fur Chemie, Universitat Koln/
Bachem Holding, Bubendorf,

Schweiz

Prof. Dr. Ines Neundorf, Lehrstuhl
fur Chemie, Universitat Koln/
Bachem Holding, Bubendorf,

Schweiz

Repulsionsassay

Repulsionsassay

Phage display, Immunfluoreszenz

ELISA

Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz

Repulsionsassay, ELISA

Repulsionsassay, ELISA

Repulsionsassay, ELISA

Repulsionsassay, ELISA

Repulsionsassay, ELISA
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AcBI6 Prof. Dr. Ines Neundorf, Repulsionsassay, ELISA
Lehrstuhl fir Chemie,
Ac-DSSLQFEYIDDPRVQR- NH2 . . .
Universitat KoIn/ Bachem

Holding, Bubendorf, Schweiz

Biotinyl-AcBI3 Bachem Holding, Bubendorf, ELISA

Schweiz
Biotinyl-e Ahx-

DSSDQFSFDYELEQN- NH2

Biotinyl-AcBl4 Bachem Holding, Bubendorf, ELISA

Schweiz
Biotinyl-eAhx-

DSSIQFFSFEKDKERI- NH:

2.1.5 Medien und Puffer

Ham’s F12/ Glutamax Medium (Gibco/ Life technologies, USA)

62,5 I.E. humanes Insulin

0,9% Ciprofloxacin

1% Pen/Strep

,,F12 Zusatz* siche Tabelle unten

Medium fir sympathische Mausganglien

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium/ Ham’s F12 (DMEM/F12, Gibco/ Life technologies, USA)

10% FCS

1% Pen/strep

Medium flr mesenchymale Stammzellen
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Neurobasal medium (Gibco/ Life technologies, USA)

B27 Zusatz von Gibco

,heurogene Zusitze* siche Tabelle

Medium flir dopaminerge Differenzierung

50 x TAE Puffer

2 M Tris, 1 M Essigsaure, 100 mM EDTA

pH 8,3

DEPC- PBS

5 PBS Tabletten und 1 ml DEPC in 1 Liter Wasser

2.2 Patienten

Die Gewebeproben fir die Gewinnung humaner Stammzellen wurden im Rahmen einer
Gelenkersatzoperation gewonnen. Die Patienten wurden Uber die Studie vor der Operation
aufgeklart und haben dies auch schriftlich bestatigt. Die Ethikkommision der Universitat
Regensburg hat diese Studie genehmigt (Antragsnummer: 13-101-0135). In allen Fallen wurde das
Knie operiert. Die Patienten mit rheumatoider Arthritis waren alle weiblich und durchschnittlich 66
Jahre alt. Die Patienten mit Osteoarthritis waren sowohl ménnlich (40%) als auch weiblich (60%)
und durchschnittlich 63 Jahre alt.
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2.3 Mause

Die Mduse fir die folgenden Untersuchungen wurden in den zentralen Tierlaboratorien der
Universitat Regensburg in SPF-Haltung untergebracht. Sie wurden bei konstanten
Temperaturverhéltnissen von 21° C in einem 12-stlindigen Tages- und Nachtrhythmus bei
unbegrenztem Zugang zu Nahrung und Wasser gehalten. Die Versuchstiere wurden zur
Eingewthnung mindestens eine Woche vor Versuchsbeginn in den Versuchsraum gebracht und zu je
finf Tieren pro Kafig oder bei Zuchtpaaren in einer 1:2 Anpaarung gehalten. Alle Tierexperimente
wurden entsprechend den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und geman
den Richtlinien fir tierexperimentelle Forschung der Regierung der Oberpfalz genehmigt (AZ 54-
2532.1-43/12). Zur Untersuchung der Repulsion von sympathischen Ganglien wurde der
Mausstamm C57BI6/J und fir die experimentelle Arthritis DBA/1 verwendet.

2.4  Gewinnung sympathischer Ganglien fur in vitro Repulsionsversuche

2.4.1 Ausbau sympathischer Ganglien

Die Methode zur Gewinnung von sympathischen Nervenfasern aus Grenzstrangganglien junger
Méuse wurde 2010 erstmals verdffentlicht [Fassold A, 2010].

Hierzu wurden 2-5 Tage alte Mauswelpen des Mausstammes C57BI16/J getdtet und die
paravertebralen Grenzstrangganglien unter dem Stereo-Aufsicht-Mikroskop mit einer Pinzette
entfernt. Die ausgebauten Ganglien wurden in einem Zellsieb in Ham’s F12/ Glutamax Medium
gesammelt. Dem Medium wurden noch die in der untenstehenden Tabelle gelisteten Zusatze

zugegeben.
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Substanz Menge/ml Ham’s F-12 Glutamax Medium
BSA 3,5mg
Cytosin-Arabinofuranosid 2,4 ug

Insulin 0,125 I.E.

NGF 100 ng
Progesteron 60 ng
Putrescin 8,8 g
Transferrin 34 ug
Triiodothyronin 340 ng
L-Thyroxin 400 ng
Natriumselenit 38 ng
Ciprofloxacin 16 pg
Penicillin/Streptomycin 100 U

Anschliefend wurden die Ganglien bei 37°C etwa 30 Minuten mit Dispase Il verdaut und dreimal
in frischem Medium fiir 5 Minuten gewaschen. Danach wurden die Ganglien einzeln in mit Poly-D-
Lysin beschichteten chamber slides gesetzt und wuchsen zwei Tage im Brutschrank bei 37°C und

5% CO, aus. Nach zwei Tagen sind bei etwa einem Viertel der Ganglien Nervenfasern gewachsen.

2.4.2 Repulsionsassay

Bei einem nach zwei Tagen gut ausgewachsenen Ganglion wird das Wachstumsmedium durch
Krebs-Ringer-Ldsung ersetzt, die mit HEPES auf einen pH-Wert von 7,4 gepuffert wurde. Wurde

eine Block-Substanz verwendet, so wurde diese 30 Minuten vor Zugabe von Semaphorin 3F zum
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Ganglion zugegeben. Unter einem live cell imaging Mikroskop wurden die Nervenfasern tber funf
Stunden beobachtet. Wahrend dieser Zeit wurde die Temperatur in einem Inkubator konstant bei
37°C gehalten. Fur die Auswertung wurden 20 bis 25 gut erkennbare Nervenfasern im Gesichtsfeld
ausgesucht und mit einem gelben Kreuz markiert. Die Fasern, die sich tber den
Beobachtungszeitraum von 5 Stunden zuriickgezogen haben wurden rot markiert und die
ausgewachsenen Nervenfasern griin. So ergibt sich eine prozentuale Angabe der ausgewachsenen
und zuriickgezogenen Nervenfasern in Bezug zur Gesamtmenge der beobachteten Nervenfasern.

Die humanen, induzierten Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen (Herstellungsprotokoll siehe 2.8)
wurden in ihrem Differenzierungsmedium belassen und ebenfalls bei 37°C im Inkubator unter dem
Mikroskop beobachtet. Bei diesen Zellen wurde eine Anzahl von ca. 25-30 Nervenzellen markiert
und ein Verkilrzen bzw. eine weitere Vernetzung tber den Zeitraum von 5 Stunden beobachtet und
in Bezug zur Gesamtzahl gesetzt. In Abbildung 6 wurde jeweils von den Ganglien (Abbildung 6a)
und den Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen ( Abbildung 6b) das erste und letzte Foto einer

solchen Filmreihe gegeniibergestellt.

Abbildung 6a: Der Repulsionsassay

Sympathische Mausganglien im Repulsionsassay. Die in die Beobachtung mit einbezogenen Nervenfasern wurden mit
einem gelben Kreuz markiert. Die zurlickgezogenen Fasern wurden zusatzlich rot markiert und die gewachsenen Fasern
grin. In diesem Vergleich ist jeweils eine zurlickgezogene und eine ausgewachsene Nervenfaser, die besonders gut zu

erkennen ist, mit einem Pfeil der jeweiligen Farbe markiert.
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Abbildung 6b: Der Repulsionsassay

Humane TH positive Zellen. Die Auswertung erfolgte analog zu der in Abbildung 6a beschriebenen.

2.5 Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis

Far dieses Arthritis Modell wurden 8-10 Wochen alte, mannliche DBA1/J Mause verwendet. Zur
Induktion der Arthritis wurde bovines Kollagen Typ 11 und komplettes Freund Adjuvant zu gleichen
Teilen unter Kuihlung im Ultraschallhomogenisator gemischt. 100pl dieser Emulsion wurde den
Méusen intracutan im Bereich Schwanzwurzel injiziert. Nach etwa zwanzig Tagen entwickeln diese
Méuse erste klinische Anzeichen der Arthritis. Ab diesem Zeitpunkt wurde bei den Tieren taglich
der Schweregrad der Arthritis mittels eines Scoresystems bestimmt. Es wurden an jedem Bein vier
der Zehen, der Mittelfu® und das Sprunggelenk getrennt voneinander beurteilt. Je nach Stérke der
Entziindungszeichen wurden pro Gelenk 0 Punkte fiir keinerlei Anzeichen bis 2 Punkte fiir starke
Schwellung und Entziindung vergeben. Kam es im Laufe des Entziindungsgeschehens zu L&sionen
an MittelfuR oder Sprunggelenk wurden hierfiir 0,5 Punkte extra vergeben. Wenn man 8 Punkte fur
die Zehen und je 2,5 Punkte an MittelfuR und Sprunggelenk annimmt, so kommt man zu einem
maximalen Score von 52 Punkten. Zum Ende des Versuches kommt es zu einem Ausklingen der
Entziindung und einer chronischen Versteifung der betroffenen Gelenke mit deutlicher
Bewegungseinschrankung. Die steifen Gelenke haben ebenfalls den vorherigen Entziindungsscore
beibehalten, da dies nur den weiteren Verlauf der Erkrankung und keine Besserung darstellt. In

Abbildung 7 wird der Verlauf der Erkrankung anhand von Beispielbildern dokumentiert.
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Gesunde Pfote Maximal erkrankte Pfote Pfote nach Abklingen der
0 Scorepunkte 13 Scorepunkte akuten Entziindung

Abbildung 7: Mausepfoten in den verschiedenen Stadien der Kollagen-induzierten Arthritis

Links: Eine gesunde Pfote ohne Anzeichen von Entziindung. Diese Pfote bekommt noch keine Scorepunkte.

Mitte: Eine maximal betroffene Pfote hier sind alle Zehen, (je 2 Punkte) der Mittelful mit Hautl&sionen (2,5 Punkte)
und das Sprunggelenk mit L&sionen betroffen. Das ergibt fiir diesen Ful? einen Score von 13 Punkten.

Rechts: Ein Full nach abgeklungener Entziindung. Hier wird der gegebene Entzlindungsscore beibehalten. Es ist
deutlich zu sehen, dass die Gelenke versteift sind. Die Maus zeigt kein reflektorisches Spreizverhalten wie bei der
gesunden Pfote

2.6  Phage display

2.6.1 Phage display Ubersicht

Phage display ist eine Methode zur Aufklarung von Protein Interaktionen und wird haufig zur
Entwicklung neuer biologischer Arzneistoffe und therapeutischer Antikdrper herangezogen. Es ist
eine Selektionstechnik, die darauf basiert, dass Proteine, Peptide oder Antikorper an der Oberflache
von Bakteriophagen exprimiert werden. Daftr wird die cDNA flr randomisierte Peptide in das
verkirzte Gen fur das Hullprotein eines Phagen eingebracht. In diesen rekombinanten Phagen hat
man nun ein randomisiertes, exprimiertes Peptid an der Oberflache und gleichzeitig die
dazugehorige DNA im Inneren. Durch das Klonieren der DNA-Sequenzen in den Phagenvektor
erhalt man so bis zu 10*° verschiedene Peptide mit codierender DNA in sogenannten
Phagenbibliotheken. Anhand dieser Bibliotheken kann man nun eine Selektion aufgrund der

Affinitdt zu einem bestimmten Protein durchfiihren.

Diese Selektion findet in mehreren Stufen statt und wird Panning genannt. Die Phagenbibliothek
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wird mit dem Zielprotein inkubiert und passende Peptide kdnnen erstmals binden. Die nicht
gebundenen Phagen werden zundchst in mehreren Waschschritten entfernt. Die gebundenen Phagen
werden darauf im néchsten Schritt vom Protein abgeldst. Dies ist besonders einfach, da die Phagen

in einem sehr breiten pH-Bereich stabil sind und sogar Acetonitril Uberleben.
Mit diesen Phagen werden darauf hin E. coli Bakterien infiziert, um die Phagen zu vervielféltigen.

Die vervielfaltigten Phagen werden anschlie3end wieder mit dem Protein zusammengebracht und
die gebunden Klone abgel6st. Dieser Schritt wird mehrfach wiederholt. Dabei kann jedes Mal der
Selektionsdruck erhéht werden, sodass am Schluss nur noch hochaffine Bindungsparter tbrig
bleiben. Nach dem Panning wird die dem rekombinanten Oberflachenprotein entsprechende DNA-
Sequenz extrahiert, per PCR vervielfiltigt und per DNA-Sequenzierung sequenziert. Uber den
genetischen Code ist dann auch die Aminoséauresequenz des bindenden Proteins bekannt. Die

schematische Durchfiihrung ist in Abbildung 8 dargestellt.



Material und Methoden 33

Phagenbibliothek

! l ! ! ! Inkubation mit Zielprotein ! !

Protein Protein

1. Abwaschen der nicht gebundenen Phagen
2. Ablésen der gebundenen Phagen
3. Amplifikation in E. coli

4______
nochmals
Inkubation mit Zielprotein

Protein Protein

1. Ablésen der Phagen
2. Analyse der Klone

Abbildung 8: Schema zur Durchfiihrung des Phage display

Dies ist eine vereinfachte Darstellung der Ligandenselektion von einer Phagenbibliothek (Panning). Wéhrend
verschiedener Waschschritte wird der Selektionsdruck soweit erhéht, dass man aus der naiven Bibliothek eine mit

potentiellen Bindungspartnern angereicherte Bibliothek erhdlt, aus der man die besten Kandidaten selektiert.
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2.6.2 Blockende Peptide aus Phage display

Das Phage display wurde als Auftragsarbeit am Fraunhofer Institut fir Zelltherapie und
Immunologie unter Leitung von Dr. Michael Szardenings durchgefiihrt und wird daher im

Folgenden nur kurz beschrieben.

Fur die Herstellung der blockenden Peptide wurden drei Proteine ausgewahlt. Ein polyklonaler anti-
Plexin A2 Antikdrper (R+D, AF 5486), das humane Plexin A2 Protein isoliert aus Weizenkeimen
(Abnova, H00005362-P01) und das humane Neuropilin-2/Fc aus Myelomazellen der Maus (R+D,
2215-N2).

Fur das Phage display wurde eine randomisierte Phagenbibliothek des Fraunhofer Institutes in
Leipzig verwendet. Da der Anti-Plexin A2 Antikorper die besten Ergebnisse erzielte, wurde bei
diesem eine zweite, noch nicht ganz fertig etablierte Bibliothek eingesetzt, die ein wenig langere

Peptidsequenzen und mehr unterschiedliche Klone enthélt.
Die Durchfiihrung unterscheidet sich ein wenig fiir die einzelnen Proteine.

Das Plexin A2 Protein

Das Plexin A2 Protein wurde in 50 mM Tris-HCI gel6st, danach wurde 10 mM reduzierendes
Glutathion zugegeben und auf pH-Wert 8.0 eingestellt. Das entsprach einer Konzentration von 0.22

pg/uL. Anschlieend wurde das Protein auf Immunotubes fixiert und mit 1% BSA geblockt.

Die Eluierung der gebundenen Phagen von der Oberflache erfolgte mit 0.1 M Glycin HCI bei pH-
Wert 2.2. Mit Tris.HCI wurde die L6sung neutralisiert und auf einen pH-Wert von 8.0 eingestellt.

Das Neuropilin-2 Protein

Das Neuropilin-2 Protein wurde zu einer Konzentration von 100 pg/mL in PBS resuspendiert.

AnschlieBend wurde es durch chemische Kopplung an Carboxy-Dynabeads gekoppelt und mit 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid / N-Hydroxysuccinimid aktiviert. Geblockt wurde
mit 1% BSA. Die Inaktivierung der Beads erfolgte mit 0.1 M Ethanolamin bei einem pH von 8,5.
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Der Anti-Plexin A2 Antikdrper

Der Anti-Plexin A2 Antikdrper wurde in PBS resuspendiert. Das entspricht einer Konzentration von
0.2 mg/mL. Die Kopplung an Carboxy-Dynabeads geschah chemisch mit 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid / N-Hydroxysuccinimid. Es wurde mit einer 1%igen BSA
Losung geblockt. Inaktiviert wurde mit 0.1 M Ethanolamin bei pH 8,5.

Nach dem Panning wurden die interessanten Klone nochmal per Enzyme Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) auf ihr Bindungsverhalten Gberprift.

Fur den ELISA wurde das Zielmolekil zu 100ng pro well in 96-well high binding ELISA Platten
gecoated. AnschlieBend wurde mit 1% Ovalalbumin geblockt und die Phagen aus dem Uberstand
1:1 mit 1% Ovalbumin verdiinnt, aufgereinigt und zu 10" cfu/well zugegeben. Das dreimalige
Waschen erfolgte mit 0.1% Tween/PBS. Zur Detektion der Phagen wurde ein Anti-M13-HRP
gekoppelter Antikdrper in 1:1000 Verdinnung zugegeben.

2.7  Nachweis und Bestimmung der Bindungseigenschaften der Peptide

Nachdem im Phage display erfolgreich Peptidsequenzen gefunden wurden, wurde eine Auswabhl
dieser Sequenzen synthetisiert. Um die Peptide nun nachweisen zu kénnen und ihre tatséchliche
Bindungsfahigkeit an das Zielmolekul bestimmen zu kdénnen, wurden verschiedene ELISAS

entwickelt.

2.7.1 ELISA mit Anti-Plexin A2/ Semaphorin 3 F/ Neuropilin-2 Coating

Bei diesen ELISAs, die im Aufbau gleich sind, ging es beim Anti-Plexin A2 Coating um eine
Mdglichkeit die Peptide AcBl3; und AcBL,4 zu detektieren. Da sie auf dem Anti-Plexin A2
Antikorper selektiert wurden, kann man von einer guten Bindungskapazitat ausgehen. Bei den
anderen beiden Coatings mit Semaphorin 3F und Neuropilin-2 ging es darum, herauszufinden an

welchen Bindungspartner die Peptide im Rezeptorkomplex binden.

Fur diese ELISAs wurde das jeweilige Protein zu 2pg/ml in PBS geldst und in 96-well multisorp
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Platten fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gecoated.

Anschlielend wurde eine Stunde mit Protein-free Blocking Puffer geblockt und die Peptide in
entsprechender Konzentration Uber Nacht bei 4°C zugegeben. Nachgewiesen wurden die Peptide
mit dem Anti-Plexin A2 Antikorper (R+D, AF5486), der zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. Im néchsten Schritt wurde dieser Antikorper mit einem biotinylierten rabbit anti-
goat Antikoper und Steptavidin-HRP/ Tetramethylbenzidin (TMB) detektiert. Das Waschen
zwischen den einzelnen Schritten erfolgte dreimal mit 0,05% Tween 20 in PBS. Dieser ELISA ist

fiir das Peptid und seine biotinylierte Variante in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

Steptavidin Poly-HRP

" - /\ Steptavidin Poly-HRP
Sekundar Antikérper
= Biotinyliert \

's
h Plexin A2 Antikorper " 7 Peptid, Biotinyliert
P

11

Peptid .
Semaphorin Semaphorin
3F oder 3F oder

Neuropilin-2 W Neuropilin-2

Abbildung 9: Schema des Semaphorin 3F/ Neuropilin-2 ELISA

;

Links: Das Schema fur die Peptide die mit einem Anti-Plexin A2 Antikérper und einem Sekundérantikorper detektiert
werden.
Rechts: Die biotinylierten Peptide kénnen ohne den Einsatz weiterer Antikorper direkt mit Streptavidin-HRP detektiert

werden.

2.7.2 ELISA mit Peptid Coating

Zusétzlich ging es darum, die Peptide fur einen in vivo Einsatz im Mausserum detektieren zu
kénnen. Dazu wurde ein ELISA mit den beiden im Repulsionsassay erfolgreichen Peptiden AcBl;
und AcBl, gemacht.

Hierzu wurde ein spezieller Peptidbindungs-Kit (TaKaRa) verwendet. Das Peptid wurde in dem
Reaktionspuffer des Kits in entsprechender Konzentration geldst und in die mitgelieferten 96-well

Platte pipettiert. Danach wurden noch 10 ml des Coupling Agent hinzugegeben und fiir zwei
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Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde eine Stunde bei Raumtemperatur mit
dem Blocking Puffer, ebenfalls im Kit enthalten, geblockt.

Daraufhin wurden die Peptide mit 0,5 pg/ml polyklonalen Anti-Plexin A2 Antikorper (R+D, AF
5486), der im Blocking Puffer geldst wurde, tber Nacht bei 4°C nachgewiesen. Detektiert wurde
die Bindung mit einem biotinylierten rabbit anti-goat Antikoper, der eine Stunde bei
Raumtemperatur zugegeben wurde. Daraufhin folgte eine Inkubation mit Steptavidin/HRP fur eine
Stunde. Danach erfolgte die Farbentwicklung mit Tetramethylbenzidin (TMB), das in Phosphat-
Citrat Puffer geldst wurde. Der Stopp erfolgte mit 1M Schwefelséure. Zwischen den einzelnen
Schritten wurde, um ungebundene Komponenten zu entfernen, jeweils dreimal mit Aqua bidest.

gewaschen. Die Durchfuhrung dieses ELISASs ist in Abbildung 10 dargestellt.

Bei den Versuchen mit Mausserum wurde Blut entweder aus der Schwanzvene oder, nach Toten des
Tieres, direkt aus der linken Herzkammer entnommen. Das Blut wurde in Eppendorfcups ohne
Gerinnungshemmer Uberfihrt und mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, bis
das Blut geronnen war. AnschlieBend wurde das Serum vom Blutkuchen durch Zentrifugieren fur
10 Minuten bei 13000 rpm abgetrennt, in frische Eppendorfcups Uberfihrt und fir den ELISA

verwendet.

m Steptavidin Poly-HRP

Sekundar Antikorper
4= | Biotinyliert

h 4= | Plexin A2 Antikorper ’
)

4= | Peptid
N T

Steptavidin Poly-HRP
, p y

7 Peptid, Biotinyliert

Abbildung 10: Schema fur den ELISA auf Peptidbindungsplatten zum Nachweis aus dem Mausserum

Links: Das Schema fur die Peptide, die mit dem Anti-Plexin A2 Antikérper und einem Sekundérantikdrper detektiert
wurden.
Rechts: Die biotinylierten Peptide kdnnen ohne den Einsatz eines Antikorpers direkt mit Streptavidin-HRP sichtbar

gemacht werden.
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2.8 Herstellung humaner, induzierter Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen

2.8.1 Gewinnung von Stammzellen aus Fettgewebe

Die Gewinnung mesenchymaler Stammzellen aus Fettgewebe (ASC) erfolgte aus Fettgewebe, das
im Zuge einer Operation wegen kunstlichem Gelenksersatz in der Néhe des betroffenen Gelenkes
entnommen wurde. Dieses Fettgewebe wurde zerkleinert und mit 50-100 U/ml Kollagenase Typ I in
PBS mit 1% BSA eine Stunde bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Danach wurde zur Inaktivierung
der Collagenase mit PBS verdiinnt, und die gréReren Gewebsreste durch ein 70um Sieb entfernt.
Die Zellen wurden 5 Minuten bei 1500U/min abzentrifugiert und anschliefend 5 Minuten in
Erylysepuffer gegeben. Nach Beendigung der Erylyse durch Zugabe von PBS wurde nochmals bei
1500U/min 5 Minuten zentrifugiert, und anschlieend das Zellpellet in Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium/ Ham’s F12 (DMEM/F12) aufgenommen und in Zellkulturflaschen ausgeséat
[Jenei-Lanzl Z, 2015; Estes BT, 2010].

2.8.2 Differenzierung zu induzierten Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen

Zwischen Passage 3-10 konnten die kultivierten ASCs fiir die Differenzierung verwendet werden.
Dazu wurden sie mit Accutase von der Zellkulturflasche gel6st und nach dem Auszéhlen zu je 7000
Zellen pro well in Poly-D-Lysin 8-well chamber sildes ausgesat. Zum Adhérieren wurden sie tber
Nacht in DMEM/F12 bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Am nachsten Tag wurde das Medium gegen

das Neurobasal-Medium (Zusatze siehe Tabelle) getauscht.

Substanz Menge/ml Neurobasal Medium
B27 2 ml
SHH 250 ng
FGF8 100 ng
bFGF 50 ng
BDNF (Tag 9) 50 ng
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Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen unter hypoxischen Bedingungen bei 37°C und 5% CO; und
1% Oz weiter kultiviert. Ohne weiteren Medienwechsel wurden am neunten Tag 50 ng/ml BDNF
zugeflgt. Nach 3 weiteren Tage waren die Zellen ausdifferenziert und wurden fur die weiteren
Experimente verwendet. Die Charakterisierung dieser Zellen erfolgte bereits in anderen Arbeiten
[Jenei-Lanzl Z, 2015; Trzaska KA, 2011]. Abbildung 11 zeigt beispielhaft die Morphologie der

ausdifferenzierten Zellen.

Abbildung 11: Morphologie der ausdifferenzierten Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen

Das Bild wurde am Tag 12 der Differenzierung aufgenommen. Es ist sehr gut zu sehen, dass die Zellen auch in ihrer
Morphologie Nervenzellen &hneln. Sie haben die charakteristische langliche Form und bilden mit ihren Ausl&ufern
Verbindungen.
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2.9  Nachweis von Plexin A2 und Neuropilin-2 auf induzierten

Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen

Zum Nachweis von Neuropilin-2 und Plexin A2 wurden die humanen induzierten

Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen immunfluoreszent gefarbt.

Hierfur wurden die Zellen in dem 8-well chamber slide nach der Differenzierung mit 3,7%
Formalin in DEPEC-Wasser fiir flinf Minuten fixiert. Danach wurde mit 10% BSA und 10%
Kaninchen-Serum oder Ziegen-Serum je nach sekundarem Antikorper in TBS mit 0,3% Triton 45
Minuten bei Raumtemperatur geblockt. Der primare Antikorper (Anti-Plexin A2 Antikdrper R+D,
AF5684 oder Anti-Neuropilin-2 Antikérper R+D, MAB 2215) wurde in einer Konzentration von
10pg/ml bei 4°C Uber Nacht aufgetragen. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit dem
sekundaren Antikorper Alexa Fluor 546 rabbit anti-goat fur den Plexin A2 Antikorper und Alexa

Fluor 546 goat anti-mouse fur den Neuropilin-2 Antikorper zwei Stunden bei Raumtemperatur

gefarbt. Nach dem Waschen mit PBS (3x) wurden Aufnahmen unter dem Fluoreszenzmikroskop
gemacht (Abbildung 12).

Abbildung 12: Beispielfarbung der ausdifferenzierten Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen aus RA mit dem Anti-
Plexin A2 Antikorper
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2.10 Herstellung einer transgenen Neuropilin-2/eGFP Maus

2.10.1 Allgemeines Prinzip und Zuchtziel

Die Herstellung einer transgenen Neuropilin-2/eGFP Maus wurde bei der Firma Ozgene, Murdoch,
Australien in Auftrag gegeben.

Um eine transgene Maus herzustellen, muss man in das Genom der Maus artfremde DNA
einbringen. In diesem Fall wurde das Gen flr eGFP eingebracht. [Chalfie M, 1994]. Das Vehikel
mit dem dieses Gen in den fremden Organismus geschleust wird, ist der Vektor. In diesem Fall hat
Ozgene einen sogenannten Plasmidvektor hergestellt. Also einen Vektor der aus Bakterien, in
diesem Fall E.coli gewonnen wird. Damit eine Bakterie so ein, auch fir sie artfremdes Gen

herstellt, braucht es in dem Vektor einen prokaryontischen Promoter.

Hat man nun diesen Vektor produziert, muss er in eine embryonale Stammzelle eingebracht werden.
Um die Stammzellen auszusortieren, die diesen Vektor enthalten, beinhaltet der \ektor eine
Neomycin-Resistenz-Kassette. Damit sind die erfolgreich transfizierten Zellen gegen Neomycin
bzw. Geneticin, ein nicht nur fiir Prokaryoten sondern auch flr eukaryotische Zellen toxisches
Aminoglycosid-Antibiotikum, resistent. So kénnen alle Zellen, welche die Resistenz nicht enthalten
abgetotet werden, und die erhaltenen Zellen kénnen von einer Maus ausgetragen werden [Regenass-
Klotz, 1998].

Sind nun diese chimaren Jungtiere entstanden, sind prokaryontischer Promoter und Neo-Resistenz
uberflussig und missen entfernt werden. Dies geschieht durch das sogenannte Flp/ FRT System.
Dazu wird vor und nach den zu entfernenden Sequenzen ein Flippase recognition target (FRT)
eingebracht, das von einer Rekombinase, der Flippase (Flp), erkannt und herausgeschnitten werden
kann. Hierzu mussen die chimaren Tiere mit Mausen, die das Gen fur Flippase tragen, gekreuzt
werden. Um das Gen fir Flp wieder zu entfernen, damit es in weiteren Zuchtschritten nicht stort,

muss noch eine Ruckkreuzung mit Wildtyp-Mausen (C57B6 Hintergrund) stattfinden.

Mit einem &hnlichen System ist das eGFP in dem Vektor nochmal gesichert. Es muss gesondert
aktiviert werden, um auch exprimiert zu werden. Dies macht das System wéhrend der
Kreuzungsschritte weniger anfallig fir Fehler.Man hat so auch die Mdoglichkeit das Gen nicht nur
ubiquitdr sondern gewebesspezifisch zu aktivieren. Das hier verwendete Modell ist das sogenannte
CRE/loxP System. Hier kann die Erkennungsstelle loxP mit einem CRE (causes recombination)

Enzym geschnitten werden. Der Vektor enthalt das ,,normale* Gen, das abgelesen wird, und hinter
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dem eine Stoppsequenz liegt, die verhindert, dass das mit eGFP markierte Gen abgelesen wird.
Wird nun dieses Gen inklusive der Stoppsequenz mittels CRE/loxP entfernt, ist das verdnderte Gen
aktiv. Dies erfolgt wieder durch Kreuzung mit Mausen, die das CRE Gen tragen. Hier gibt es

verschiedene Stdamme die entweder CRE Uberall oder nur in bestimmten Geweben exprimieren.

Die genetisch veranderte Maus wurde nach Entfernen der Neo-Resistenz und des prokaryontischen
Promotors nach Regensburg geliefert. Es war daher zuerst eine Ruckkreuzung mit C57B6 Wildtyp-
Méusen notig. Um anschlieRend erfolgreich mit einer passenden CRE Maus verpaaren zu kénnen,
ist es empfehlenswert, eine homozygote Maus zu haben. Somit war hier nochmals ein ztichterischer
Zwischenschritt notig. In Abbildung 13 sind der eingebaute Vektor und die ziichterischen

Zwischenschritte graphisch dargestelit.

Neuropilin-2
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- - - 21 -gGrB—
17 17
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Abbildung 13: Darstellung des Vektors in der transgenen Neuropilin-/eGFP Maus

Oben: Der vollstandige Vektor, der in die embryonale Stammzelle eingebracht wurde.

Mitte: Vektor nach Kreuzen mit einer FIp-Maus. Neomycin-Resistenz--Kassette und prokaryontischer Promotor sind
entfernt. Eine Riickkreuzung mit dem Wildtyp zur Entfernung des Flp ist noch notwendig. So wurde die transgene
Maus an uns ausgeliefert.

Unten: Endgultig aktivierte eGFP Sequenz gekoppelt an das Gen fir Neuropilin-2 das auf Exon 17 Chromosom 1 sitzt.

Abkurzungen: FRT: Flippase recognition target eGFP: enhanced green fluoreszent protein Neo: Neomycin
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2.10.2 Genotypisierung der Mé&use mittels PCR

Als ersten Zuchtschritt nach Erhalt der Méuse von der Firma Ozgene galt es, durch Verpaarung mit
C57B6 Wildtyp-Mause die Flippase zu entfernen und, da es sich um heterozygote Mause handelte,
das eGFP zu erhalten. Daflir wurde bei den Jungtieren, die im Alter von etwa drei Wochen abgesetzt
wurden, eine Schwanzbiopsie durchgefuhrt, um Genmaterial zu gewinnen. Hierzu wurden 2-4 mm
der Schwanzspitze mit einem Skalpell abgetrennt und auf Eis gelagert. Die Schwanzstlicke wurden
mit 19,5 ul TE Puffer (pH 8,0) und 0,5 ul DNA Release 15 Sekunden gevortext und anschlief3end

3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die Probe einmal bei 75°C 5 Minuten
erwarmt und danach bei 96°C zwei Minuten in einem Warmeblock erhitzt. Anschlie}end wurde 3
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert, und die im Uberstand enthaltene DNA abgenommen. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20°C gelagert.

Die Primer wurden mit Hilfe des Programms Vektor NTI von Invitrogen entwickelt. Hergestellt

wurden die Primer von der Firma Eurofins Scientific, Luxemburg.

Primer Sequenz Produkt
Flp-forward CGTCAGTTTGTGGAAAGGTTTG
Flp-reverse CTTCTTCCGATGATTCGAACTG 349 Basenpaare
eGFP-forward ACAAGCAGAAGAACGGCATC
eGFP-reverse ACGATCCCCTTCACAGCTG 485 Basenpaare

Durchgeftihrt wurde die PCR mit folgendem Reaktionsansatz:

Reagenz Menge Reagenz Menge
Zweifach Puffer fir Hot start Phusion | 10 pl | eGFP-reverse 1l
Flp-forward 1l Wasser 1,6l
Flp-reverse 1l Polymerase Hot start Phusion | 0,4ul
eGFP-forward 1l DNA 4ul
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Initiale Denaturierung bei 98°C fur 2 min

Denaturierung bei 98°C fir 10 Sekunden

Kihlung bei 55°C fiir 20 Sekunden

Verlangerung der Ketten bei 72°C fir 23 Sekunden

Finale Verlangerung der Ketten bei 72°C flr 7 Minuten

Insgesamt dauert das Programm im Thermocycler eine Stunde und 45 Minuten.

Die so vervielféltigte DNA wurde anschlieBend auf ein 1,3% iges Agarose Gel aufgetragen und in
einem TRIS-Acetat-EDTA-Puffer per Elektrophorese (100 Volt, 600 mA, eine Stunde) aufgetrennt.

< Leiter
100 bp

Beginn bei 300bp

eGFP Flp Flp
*FeGFP

Abbildung 14: PCR auf Anwesenheit von Flp und eGFP

Dies ist ein Beispiel firr den ersten Zuchtschritt. A: Dies ist eine Maus mit positiver Bande flir eGFP und ohne Flp. Mit
diesen Méausen (A) wurde weiter geziichtet. B: Das ist eine Maus, bei der eGFP aber auch Flp anwesend sind. C: Hier
gibt es nur eine Flp-Bande. eGFP wurde nicht weiter vererbt. Die letzten beiden (B+C) Méause wurden nicht weiter
verwendet. D: Dies ist die 100 Basenpaar-Leiter, die Leiter beginnt auf dem Bild erst bei 300bp. Abkiirzung: bp:
Basenpaar



Material und Methoden 45

Um das Stoppkodon innerhalb der loxP Sequenzen zu schneiden (siehe Abbildung 13) wurden zwei
verschiedene ubiquitare CRE-exprimierende Mausstamme verwendet. Als erstes wurde B6.C-
Tg(CMV-cre)1Cgn/J (Jackson laboratory, Stock No: 006054) eingesetzt, bei der das CRE-Gen mit
einem Cytomegalie-Virus eingebracht wurde und in allen Geweben inklusive Keimzellen exprimiert
wird. Als zweites wurde eine B6.FVB-Tg(Ella-cre)C5379Lmgd/J (Jackson laboratory, Stock No:
003724) verpaart. Auch diese Maus exprimiert CRE in allen Geweben inklusive der Keimzellen, hat
allerdings haufig eine mosaikartige Expression. Das Cre-Gen wurde mit dem Ella-Adenovirus-
Promotor eingebracht. Beide Mausstdmme wurden schon erfolgreich eingesetzt [Lakso M, 1996;
Schwenk F, 1995]. Zur Uberpriifung der beiden Stamme wurde eine B6.129X1-
Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos/J (Jackson laboratory, Stock No: 006148) kurz ROSA-YFP
Reportermaus eingesetzt. Diese hat ahnlich unserer Maus ein mit loxP Sequenzen umschlossenes

Stoppkodon und exprimiert, wenn dies geschnitten wurde, in allen Geweben eYFP.

Als ndchsten Schritt galt es nun zum einen homozygote von heterozygoten Mdausen zu
unterscheiden und gleichzeitig festzustellen, ob nach einer Verpaarung mit CRE Mé&usen der
gefloxte Teil auch geschnitten wurde. Dazu wurde ein Wildtypprimer entwickelt, der sich Uber die
Region des Exon 17 zieht, in die der Vektor eingebaut ist. Ist die Maus nicht transgen, ist der von
dem Primer erfasste Bereich 261 Basenpaare groR. Befindet sich das eGFP dazwischen, ist die
Sequenz um etwa 700 Basenpaare langer (961 Basenpaare). Wenn der Bereich noch nicht
geschnitten ist, ist die Sequenz so lang, dass sie in der PCR nicht mehr vervielfaltigt wird.

Fur die zweite PCR wurden folgende Primer eingesetzt:

Primer Sequenz Produkt
Wildtyp-forward CTCCTTTACTGCACCTGCTC 261 Basenpaare
Wildtyp-reverse GCCTGTCTGTCCTGTCCATA Wenn transgen 700

Basenpaare langer
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Die PCR erfolgte genauso wie zuvor beschrieben.

A B C

Leiter

100 bp | <— Wildtyp

. 261 bp

heterozygote
Neuropilin-2/eGFP

L ——
e

Abbildung 15: PCR auf Wildtyp

Hier ist ein Beispiel fur den zweiten Zuchtschritt. Die PCR dient der Differenzierung zwischen Mausen mit
geschnittener loxP Sequenz, noch ungeschnittener loxP-Sequenz oder Wildtyp-Mausen. . A: Hier befindet sich die
100bp Leiter. B: Dies ist eine heterozygote Maus mit geschnittener Sequenz, da sie beiden Banden hat. C: Hier befindet
sich der Wildtyp mit der Wildtypbande und ohne geschnittener loxP.

Abkirzung: bp: Basenpaar

2.11 Statistik

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Box-Plots mit Median und mit 25. und 75. Perzentile,
sowie als Median mit 75% Perzentile bei den Tierexperimenten. Zum Vergleich von zwei Gruppen
wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Fur die statistische Analyse wurde
das Programm SigmaPlot (V.11.0, Systat Software, Inc., Erkrath, Deutschland) verwendet.
Unterschiede ab p<0.05 wurden als signifikant erachtet.

Bei eingezeichneten Regressionsgeraden wurden die dazugehdrige Geradengleichung und der
quadrierte Korrelationskoeffizient R? angegeben. Beides wurde in Excel (Windows Excel 2013)
erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten: Bedingungen fiir den Repulsionsassay

Der Repulsionsassay ist fir den Erfolg dieser Arbeit von essentieller Bedeutung. Daher waren vorab
die besten Bedingungen zum Beobachten der Nervenfasern zu definieren. Hierzu wurde zum einen
das beste Wachstumsmedium gesucht und zum anderen die passende Konzentration an Semaphorin
3F.

Da das Glutamax/F12 Medium, in dem die Ganglien auswachsen, mit Phenolrot gefarbt und
Carbonat gepuffert ist, eignet es sich nur bedingt fur Aufnahmen unter dem Mikroskop, weil zwar
die Temperatur von 37°C eingestellt ist, eine Begasung mit CO, aber nicht méglich war. Als

Alternativen wurden sowohl PBS als auch Krebs-Ringer Losung getestet.
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Abbildung 16: Vergleich PBS gegen Krebs-Ringer Losung

Im direkten Vergleich zwischen den beiden Puffern sieht man sowohl weniger Riickzug als auch mehr Auswachsen bei
der Krebs-Ringer-Lésung im Gegensatz zum PBS. Der Krebs-Ringer-Puffer stellt also das bessere Medium fir die
Aufnahmen unter dem Mikroskop dar.

Ein Punkt steht fiir einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile

angegeben.
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Hier stellte sich die Krebs-Ringer-Ldsung als bessere Alternative dar. Sie verbesserte das Wachstum
deutlich, und es kam zu keinem spontanen Rlckzug, sodass der spater ausgeldste Riickzug allein

auf das Semaphorin 3F zurtickzufthren ist.

Zweitens ging es darum die fir diese Versuche passende Konzentration an Semaphorin 3F zu
finden. Aus vorherigen Veroffentlichungen ist der wirksame Konzentrationsbereich bekannt
[Fassold A, 2009]. Daher war es ausreichend eine mittlere (100 nmol/l) und eine hohe (210 nmol/l)

Konzentration aus dem Wirkungsbereich miteinander zu vergleichen.

Hier stellte sich heraus, dass die Konzentration von 210 nmol/l den besseren Riickzug bewirkt, ohne

die Zellen nachhaltig zu schédigen.
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Abbildung 17: Vergleich Rickzug bei 100 nmol/l gegen 210 nmol/l Semaphorin 3F

Der Rickzug bei 210 nmol/l liegt bei etwa 50% gegen 23% bei 100 nmol/l Semaphorin 3F. Das Auswachsen verringert
sich von 25% auf 10%, ist aber noch existent, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Zellen individuell auf
Semaphorin 3F reagieren und die Reaktion spezifisch ist.

Ein Punkt steht fiir einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile
angegeben.

Abkirzungen: Sema: Semaphorin
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3.2 Polyklonale Antikorper gegen Plexin A2 und Neuropilin-2 im Repulsionsassay

Als erstes wurden kaufliche polyklonale Antikdrper der Firma R+D systems gegen die beiden
Rezeptorbestanteile Plexin A2 und Neuropilin-2 im Repulsionsassay eingesetzt. Zum Einsatz
kamen der anti-human/mouse/rat Plexin A2 Antikorper (AF 5486) und der anti-mouse/rat
Neuropilin-2 Antikorper (AF 567).

Mit beiden Antikorpern ist eine statistisch signifikante Reduktion der durch Semaphorin 3F
ausgeldsten Repulsion zu beobachten (Abbildung 18). Wobei der Neuropilin-2 Antikérper in etwa
doppelt so hoher Konzentration eingesetzt werden musste, und die erzielte Hemmung der Repulsion
nicht ganz so stark war. Der maximale Effekt der Neuropilin-2 Antikorper lag bei einer
Verminderung der Repulsion von 60% auf etwa 30%. Der Plexin A2 Antikdrper hingegen konnte

die Repulsion in der hochsten Konzentration nahezu vollstandig verhindern (Abbildung 18).

anti-Plexin A2 Antikorper anti-Neuropilin-2 Antikorper
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Abbildung 18: Anti-Plexin A2 und Anti-Neuropilin-2 Antikdrper im Repulsionsassay

In beiden Graphiken wurde der Riickzug der Nervenfasern mit 210 nmol/l Semaphorin 3F ausgelst. Die zugegebene
Menge an Antikdrper wurde in ansteigender Konzentration eingesetzt. Auf der linken Seite findet sich der Riickzug im
Gegensatz zum Auswachsen auf der rechten Seite. A: Der anti-Plexin A2 Antikdrper B: Der anti-Neuropilin-2
Antikorper

Ein Punkt steht fiir einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile
angegeben.

Abkirzungen: PIx: Plexin; Nrp: Neuropilin; Sema: Semaphorin
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3.3 Polyklonale Antikorper gegen Plexin A2 und Neuropilin-2 im Kollagen-

induzierten Arthritis Mausmodell

Durch die guten Ergebnisse im Repulsionsassay bestérkt, wurden die beiden Antikoérper auch im

Tier eingesetzt um herauszufinden, ob sich ein Einfluss auf die Entwicklung der CIA finden lasst.

Der Schwerpunkt wurde hierbei erst einmal auf den anti-Plexin A2 Antikorper gelegt, da dieser im
Repulsionsassay die besseren Ergebnisse erzielt hatte. Fiir den erfolgreichen Einsatz im
Mausmodell sind zum einen die therapeutische Dosis, der richtige Zeitpunkt der Behandlung und
die Art der Applikation entscheidend. Da bereits Antikorper zur Therapie der RA eingesetzt werden,
kann man diese Dosierung als Anhaltspunkt nehmen. Hierzu zwei Beispiele: Adalimumab wird in
einer Einzelinjektion von 40mg alle 3-4 Wochen gegeben, und Eternercept in einer Dosis von 50mg

alle 1-2 Wochen injiziert [van Herwaarden N, 2015].

Dies entspricht, geht man von einem 75 kg schweren Patienten aus, einer Dosis von 0,53 mg/kg bei
Adalimumab und einer Dosis von 0,67 mg/kg bei Etanercept. Im Allgemeinen dosiert man die
Antikorper in der Maus ein wenig hoher, als sie dann spéter im Menschen eingesetzt werden. Fir
Adalimumab wurden Dosen zwischen 1-10 mg/kg in der Maus eingesetzt. Hier ist nun eine
Dosierung zu finden, die wirtschaftlich ist und einen therapeutischen Effekt verspricht. Entschieden
wurde, dass mit einer Dosierung von etwa 1-2mg/kg begonnen wird. Bei einer Maus mit 8-10
Wochen ist ein Gewicht von 20-25g normal. Den Mausen wurde also eine Dosis von 25ug bzw.
50pg injiziert. Da es sich um einen artfremden (goat) polyklonalen Antikdrper handelt, ist eine
mehrmalige Gabe ausgeschlossen, da es beim zweiten Mal zu einer deutlichen Immunreaktion

kommen kdnnte.

Der né&chste Punkt ist die Applikation. Hier ist die gangigste Form eine intraperitoneale Injektion; es
ist aber auch eine intravendse Injektion moglich [Kanakaraj P, 2012]. Fir den Zeitpunkt der
Behandlung ist eine friihe Behandlung sinnvoll, da der Riickzug der Nervenfasern verhindert
werden soll. Andererseits ist fur den therapeutischen Einsatz eine Gabe nach Ausbruch der
Krankheit relevant. Es wurden daher zwei Zeitpunkte gewahlt: Einmal eine praventive Gabe am
Tag 4 nach Immunisierung der Tiere (Abbildung 19) und eine therapeutische Gabe ab dem ersten
Auftreten der Arthritis Symptome, das heil3t ab einem klinischen Score von 6 Punkten (Abbildung
20).

Die Kontrollgruppe erhielt unspezifische goat 1gG-Antikorper zum selben Zeitpunkt, um Effekte

des Antikorpers auszuschlie3en.



Ergebnisse 51
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Abbildung 19: Préventive Gabe der Antikdrper am Tag 4 nach der Immunisierung.

Die rote Kurve stellt die mit dem jeweiligen Antikdrper behandelten Tiere dar. Die grine Kurve stellt die
Kontrollgruppe dar, die unspezifische goat 1gG-Antikorper in entsprechender Menge erhielt. Der Antikdrper wurde
intraperitoneal injiziert.

A: 25ug anti-Plexin A2 Antikorper (rot) und 25pg normal goat 1gG (griin), n=8 Méuse pro Gruppe

B: 50ug anti-Plexin A2 Antikdrper (rot) und 50pg normal goat IgG (griin), n=16 Mé&use pro Gruppe

C: 50pg anti-Neuropilin-2 Antikdrper (rot) und 50ug normal goat IgG (griin), n=8 Mduse pro Gruppe

Der Punkt zeigt den Median und die Fehlerbalken zeigen das 75% Quartil.
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Abbildung 20: Therapeutische Gabe der Antikdrper ab Arthritisscore 6

Die rote Kurve stellt die mit dem jeweiligen Antikdrper behandelten Tiere dar. Die grine Kurve stellt die
Kontrollgruppe dar, die unspezifische normal goat 1gG-Antikérper in entsprechender Menge erhielt. Beim Versuch C
wurde den Mdusen der Antikorper intravends injiziert.

A: 25ug anti-Plexin A2 Antikorper (rot) und 25ug normal goat 1gG (griin), n=8 Méuse pro Gruppe

B: 50ug anti-Plexin A2 Antikdrper (rot) und 50uug normal goat IgG (griin), n=16 Mé&use pro Gruppe

C: 50ug anti-Plexin A2 Antikorper (rot) und 50ug normal goat 1gG (griin), intravends injiziert n=8 Mause pro Gruppe
Der Punkt zeigt den Median und die Fehlerbalken zeigen das 75% Quartil.
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Die abgebildeten Versuche bilden ein breites Spektrum an verschiedenen Therapiemodellen ab.
Allerdings war bei keinem \ersuche eine signifikante \erénderung der Arthritissymptome
festzustellen. Da die therapeutischen Mdglichkeiten mit einem polyklonalen Antikérper begrenzt
sind und auch der Tierschutzaspekt eine Rolle spielt, wurde von weiteren Versuchen Abstand

genommen.

3.4 Blockende Peptide aus dem Phage display

Es wurden am Fraunhofer Institut fir Zelltherapie und Immunologie drei Proteine im Phage display
untersucht. Ausgewahlt wurden: Das humane Plexin A2 isoliert aus Weizenkeimen (Abnova,
H00005362-P01), das humane Neuropilin-2/Fc aus Myelomzellen der Maus (R+D, 2215-N2) und
der polyklonale Plexin A2 Antikdrper (R+D, AF5486). Die beiden Proteine stellen den
Rezeptorkomplex dar, dessen Signaltransduktion antagonisiert werden soll. Der Antikdrper wurde

aufgrund seiner hervorragenden, hemmenden Wirkung im Repulsionsassay ausgesucht.

Da aus dem Phage display eine groRe Anzahl an bindenden Peptiden zu erwarten ist, ist es zu
empfehlen diese Sequenzen auf Ahnlichkeit untereinander zu priifen, da ahnliche bindende
Sequenzen immer auf einen Hot spot des Zielproteins hinweisen kénnen. Zum zweiten ist ein
Vergleich dieser &hnlichen Peptide mit der Sequenz des natirlichen Liganden sinnvoll, um die
physiologische Bindungsstelle zu finden und so blockieren zu kdnnen. Im Folgenden wurden die
gefundenen Sequenzen nach Ahnlichkeit sortiert und mit der Sequenz des physiologischen

Bindungspartners des Proteins verglichen.
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3.4.1 Plexin A2 Protein

Im Phage display wurden folgenden Sequenzen gefunden, die an das humane Plexin A2 binden.

Sequenzen nach Ahnlichkeit:

P2.1 RWRRVMLCLRCAWVD
P2.26 RWRSNLRVLMNAKGV
P2.14 RHGGSVLSVYALGI
P2.22 SRRPTAVVCVITXIN
P2.34 SVRISRSFLVQAIGH
P2.4 SIGYMMIWVGDALAH
P2.30 RSGCPLSVLSKAFAY
P2.31 RRWYSMYGYSKSQAR
P2.12 RDSGGGGLLSGARVR
P2.28 RGALRGFSNGPALNI
P2.5 RMDLGGISYAGAACT
P2.13 RNLVRNKMWSYARMH
P2.8 RTLKQYIAPSTALGT
P2.36 RGMHGLWWRFKPRLV
P2.6 RGKVGLDKINGAFGN
P2.17 SCAAMMCACGPVG
p2.7 SLKLGAYYQDGPGMR
P2.33 RWHLAWWRLLGPATP
p2.2 RFSKFWLNGRPPGSR
P2.35 SFLRFWRGRCMAAYS
P2.18 SLCWAASDFRNSLYA
P2.24 SLFLFLISGGRSSLG
P2.27 SVDLKPSPGGVSMPL
P2.25 RLWQFSHTPGSSCCS
P2.9 RESYDVGRGQTSLCA
P2.3 RDIATNSSLLVSGPL

P2.01
P2.02
P2.03
P2.04
P2.05
P2.06
p2.07
P2.08
P2.09
P2.12
P2.13
P2.14
P2.17
P2.18
p2.22
P2.24
P2.25
P2.26
p2.27
P2.28
P2.30
P2.31
P2.33
P2.34
P2.35
P2.36

RWRRVMLCLRCAWVD
RFSKFWLNGRPPGSR
RDIATNSSLLVSGPL
SIGYMMIWVGDALAH
RMDLGGISYAGAACT
RGKVGLDKINGAFGN
SLKLGAYYQDGPGMR
RTLKQYIAPSTALGT
RESYDVGRGQTSLCA
RDSGGGGLLSGARVR
RNLVRNKMWSYARMH
RHGGSVLSVYALGI
SCAAMMCACGPVG
SLCWAASDFRNSLYA
SRRPTAVVCVITXIN
SLFLFLISGGRSSLG
RLWQFSHTPGSSCCS
RWRSNLRVLMNAKGV
SVDLKPSPGGVSMPL
RGALRGFSNGPALNI
RSGCPLSVLSKAFAY
RRWYSMYGYSKSQAR
RWHLAWWRLLGPATP
SVRISRSFLVQAIGH
SFLRFWRGRCMAAY'S
RGMHGLWWRFKPRLV
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AnschlieRend wurden die gefundenen Sequenzen auf Plausibilitat gepriift, indem sie mit den
Sequenzen der nattrlichen Liganden abgeglichen wurden. Fir Plexin A2 kommen hier das
Neuropilin-2 und das Semaphorin 3F in Frage, da beide an Plexin A2 binden kénnen. Es haben sich

folgende Ahnlichkeiten gefunden.

Das humane Neuropilin-2

hu Neuropilin-2 (393) APLLTREFVRIRPQTWHSGIALRLELFGCRVTDAPCSNMLGML
Translation of P2.25 (1) = ——————————— RLWQFSHTPGSSCCS——=————
Translation of P2.5#2 (1) == ———————————m RMDLGGISYAGAACT--—-—--—
Consensus (393) RLDLFG S A A CS

hu Neuropilin-2 (540) DPRTQQPKLFEGNMHYDTPDIRRFDPIPAQYVRVYPE
Translation of P2.3#2 (2) DIATNSSLLVSGPL-=-—=——-—

Translation of P2.7#2 (1) -—-—-SLKLGAYYQDGPGMR----

Consensus (540) D TN L G LH D P IR

hu_Neuropilin—Z (834) YVMAAGGAVLVLVSVALALVLHYHRFRYAAKKTDHST
Translation of P2.30 (1) --RSGCPLSVLSKAFAY-—=—=——=——=——=—————
Translation of P2.4#2 (1) -SIGYMMIWVGDALAH--——====—————

Consensus (834) A G MLILVS ALAH

Das humane Semaphorin 3F

semaphorin-3F (625) ECQPRSPOQATVKWLEFQRDPGDRRREIRAEDREFLRTEQGLLLRALQ
Translation of P2.12#2 (1) ————- RDSGGGGLLSGARVR-—=—=——————
Translation of P2.22 (1)  ————————- SRRPTAVVCVITXIN-—-—-—==—————
Translation of P2.35 (1)  —=——————- SFLRFWRGRCMAAYS—————————————
Consensus (625) F RDPGGR LLI A R

semaphorin-3F (351) RNPVIYAVEFTSSGSVEFRGSAVCVYSMADIRMVENGPFAHKE
Translation of P2.22 (1)  —=————- SRRPTAVVCVITXIN-————————————
Translation of P2.35 (1)  —-————- SFLRFWRGRCMAAYS—==—=———————————

Consensus (351) S S FRGA VCVYS
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semaphorin-3F (589)
Translation of P2.2#2 (1)
Translation of P2.25 (1)
Consensus (589)
semaphorin-3F (589)

semaphorin-3F (589)

AAFLECQPRSPQATVKWLFQRDPGDRRREIRAEDRFLRTEQGL
—-—-REFSKFWLNGRPPGSR--
———-—-RLWQFSHTPGSSCCS—--—-—--
SK WLEF R PGSR
AAFLECQPRSPQATVKWLEFORDPGDRRREIRAEDRFLRTEQGL

AAFLECQPRSPOATVKWLEFORDPGDRRREIRAEDREFLRTEQGL

Es wurden die Peptidsequenzen, die Ahnlichkeiten zu Neuropilin-2 oder Semaphorin 3F zeigten,

unter der jeweiligen Sequenz angeordnet. So kann man die Anzahl der gleichen oder auch nur in

ihren chemischen Eigenschaften dhnlichen Aminoséuren bestimmen. Es gibt verschiedene

Aminosdauren, die zum Beispiel saure, basische oder eher lipophile Eigenschaften besitzen und in

ihrer Funktion im Protein teilweise austauschbar sind. Fur diese Arbeit ist ein geschultes Auge

notig, sodass sie daher unter Anleitung von Dr. Michael Szardenings durchgefthrt wurde.

In dieser Aufstellung sieht man gerade fur den letzten Vergleich mit Semaphorin 3F eine starke

Ubereinstimmung. Die entsprechende Sequenz ist in orange dargestellt. Die anderen Vergleiche,

auch die mit dem Neuropilin-2, sind eher wenig Uberzeugend.
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3.4.2 Neuropilin-2 Protein

Im Phage display wurden folgenden Sequenzen gefunden, die an das humane Neuropilin-2 binden.

Sequenzen nach Ahnlichkeit:

N2.1
N2.25
N2.19
N2.22
N2.3
N2.13
N2.28
N2.24
N2.18
N2.4
N2.8
N2.14

SKHDLPAKPFPNFA
RISEDLAKSFESFVT
RTVLCSCCRYWTLDP
RYMWTGDRVVRTKY
RLDWRPSGVNAVCA
SGCTRSVRLFRTGGA
RCCCALRLYAATVSI
RSGSVLRLSIAVPN
SYGRLLHSRAGAVKC
STGRCVDMRWSAFSS
SATRPMASLSLAMNH
RSNGSGVRFGRALRT

N2.35
N2.29
N2.23
N2.5

N2.34
N2.2

N2.26
N2.30
N2.31
N2.20
N2.6

N2.33

RSTGHGMVALACFV
RIGAFVEAGQQAFGR
RGSLVWCAVKLALSG
RRGVDGVHVSIAGSG
REGGMDFDVLGPGNP
RPATAVMYCYSSPC
SQAYDYHADSSSSCC
SFMGMAIVYTTTFC
SVRGGAAMDTSPRYY
SIVVKLAGGIVPTHS
RGVVGISGSVGAMMS
SDGVSLASIVTQPY

Es fallen ungewdhnlich viele Cysteine in Clustern wie CXCC, CCC u.d. auf. Solche Strukturen gibt

es in erster Linie im Semaphorin 3F. Von der Synthese dieser Sequenzen ist aber trotzdem eher

abzusehen, weil sich diese Peptide schlecht renaturieren lassen und unter Umstanden Multimere

bilden kdnnen.

Bindungspartner fir Neuropilin-2 kann sowohl Plexin A2 als auch Semaphorin 3F sein. Es wurden

daher beide Protein mit den gefundenen Peptidsequenzen verglichen.

Das murine Semaphorin 3F

muSemaphorin 3F (151)
Translation of N2.31 (1) —-——————-

Translation of N2.6 (1) —-———————-

Consensus (151)

Translation of N2.31 (1) —-—-—-———————- SVRGGAAMDTSPRYY

SVRGGAAMDTSPRYY

AQALPWTOMQOVVRGRGSRATDGADRPTPTAPRODYIFYLEPEKLESG

RG AIDGS R S
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muSemaphorin 3F (351) RNPVIYAVFTSSGSVEFRGSAVCVYSMADIRMVENGPFAHKEGPNY
Translation of N2.21 (1) —-————————— RSGSVLR-LSIAVPNSSD-——————--"——————————
Translation of N2.8 (1) —-————————=—>——-— SATRPMASLSLAMNH--——————---——————
Consensus (351) SGSV R LAI V AM

Translation of N2.21 (1) —-——-—-—————- RSGSVLRLSTAVPNSSD—-——=—=—===———=—=————————
muSemaphorin 3F (510) VEVFKEPAPVKTMTISSKROQLYVASAVGVTHLSLHRCQAYGAACAD
Translation of N2.20 (1) —-—-—-————————————————— SIVVKLAGGIVPTHS——---
Translation of N2.33 (1) - ————————————————————————— SDGVSLASIV-TQPY
Consensus (501) IV AGVS &SI QY
muSemaphorin 3F (601) FNSNANKNAVESVQYGVAGSAAFLECQPRSPOATVKWLEQRDP
Translation of N2.34 (1) —-—-————-—-— REGGMDFDVLGPGNP-————===—————

Translation of N2.5 (1) —-—————- RRGVDGVHVSIAGSG-————————————

Consensus (601) K AVDGV F VAGSG

Translation of N2.34 (1) —-—-—————-— REGGMDFDVAGSGNP--=-=—===——=———

Das murinem Plexin A2

muPlexinA2 (150) EPSHKKEHYLSSVNKTGTMYGVIVRSEGEDGKLFIGTAVDGKQDYFPT
Translation of N2.29 (1) - - ——f————"""""""""""""—"————————— RIGAFVEAGQQAFGR
Translation of N2.4 (1) —-—-———=====""="——=——————————————————— STGRCVDMRWSAFSS
Consensus = —oo oo oo oo IG VDAKQ AF S
Translation of N2.29 (1) —-——-——===—="="="="="="—"——"—"————————(—————— RIGAFVEAGQQAFGR

muPlexinA2 (736) GYECVLSIQGAVHRVPALRENSSSVQCONSSYQYDGMDISNLAVDFAVVWNGNEFIIDN

N2.30 (1) e SF-MGMAIVYTTTEC
N2.34 (1)  mmm e REGGMDFDVLGPGNP
Consensus (736) AMDFAVVW GNF

Zufriedenstellende Ubereinstimmungen sind in orange dargestellt. Durch die Anhaufung von
Cysteinen und die hdufig vorkommenden positiv geladenen Aminosauren sind diese Peptide nur
bedingt fur eine Synthese geeignet.
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3.4.3 Anti-Plexin A2 Antikorper

Zuletzt wurde der anti-Plexin A2 Antikorper im Phage display untersucht. Folgende Sequenzen

binden an den Anti-Plexin A2 Antikorper.

Sequenzen nach Ahnlichkeit:

C2.1 RSEGKLRTTLCSSGC E2.1 GYVNSVFLEAPWQQQEA
C2.10 SVPSGMRVGFSSVFL E2.10 GVPQCQEVNRQILFYVC
C2.11 SIKGASMVKPYTSRI E2.11 GEHNCSLYTSTWHDKLI
C2.14 RLREMGFYCLDAGLS E2.12 NRVCWYYERVCNYSPC
C2.15 RMSCYGVGIGSTLSD E2.13 GWAVSVNVIYTPVIPFF
C2.16 SFAGWLSLMLRATII E2.14 GVGQCIEWQKYWDQTYN
C2.17 RGAAHKLTIYKAILL E2.15 GVGTSPWNATIFFLFC
C2.19 SFSHWKIRWRVTPVI E2.16 GIPFCERTIDCYNLIQD
C22 RWSVFWNIGGVTVRD E2.18 GYEFCFDKWTHCQTLQF
C2.20 RGSARMLRNSILC E22  YFMCPSEFCSRHVYIF
C2.21 RCVLNARRKSGSVVN E2.20 GHYNCPGFQRYWLPVTF
C2.22 SVHAGQGCGACHG E2.21 GIENCEEPSEDPKTGED
C2.23 SSLRGVGHSTSACRA E2.22 GYLSSVRATVQYETRLF
C2.24 RDAVAIVMGWAACKG E2.23 GRSMCVQTESSELRYLN
C2.25 RQGRILNRSRGPDT E2.24 GEWRCVKLTRKICPPCD
C2.27 RWSWSDLSLWSTYGV E2.25 GPHFCPWXEDYRYNLRA
C2.29 SSIFCGMGCWTTCEI E2.26 GDESCGNEXGVPYKYVI
C23 SKDMLHGVGIPYRG E2.29 GPYASWLHYHDCADAAC
C2.30 SVACRSRARGSSRCH E2.30 GKYMCVVHEKHESNRCY
C2.31 RGGTIAAGVTTSGRD E2.32 GANTSQHAVFCCEVYVD
C2.32 SVLARGVVRGWASEF E2.35 GPHTSSLSNFEPESAQA
C2.34 SLGLEVKYVSKTCCF E2.4 GTEQVCDVVAHDQYVSSA
C24  RCSMPSWGPGGASGG E25  VKFCSHHKAFIFAICI

C25 RMCSQWAPCSITIWD E2.6 GNNRSFEQKRHRTTQQA
C26 RAQISDETSALPRGS E2.7 GYKASHVYHEYEFFHHF
C29  SFSHWKIRWRVTPVI E2.8 GIKVCWRGNVEIEQPKD

Bindungspartner fur den Antikdrper ist das murine Plexin A2. Es wurden die Peptide mit diesem

Protein verglichen.
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Das murine Plexin A2

muPlexinA2

Translation of C2.25 (1)
Translation of E2.24 (1)
Consensus (1520)
muPlexinA?2

muPlexinA2 (1667)
Translation of C2.17 (1)
Translation of E2.22 (2)
Consensus (1667)
muPlexinA2 (1667)
muPlexinA2 (932)
Translation of C2.32 (1)
Translation of E2.35 (1)
Consensus (932)
muPlexinA2 (932)
muPlexinA2 (751)

Translation of E2.8

Consensus (751)
muPlexinA2 (751)
muPlexinA2 (1297)
Translation of C2.3#2 (1)
Translation of C2.6#2 (1)
Consensus (1297)
muPlexinA2 (1297)

Section

LDAVYKNVPYSQRPRAVDMDLEWRQGRIARVVLQDEDITTKIEGD
——————————————————— GELGWRQGRILNRSRGP-DT
————————————————————— GEWRCVKLTRKICPPCD

EWRQGRI RKI P

LDAVYKNVPYSQRPRAVDMDLEWROGRIARVVLODEDITTKIEGD

GDQKEGDRGSKMVSEIYLTRLLATKGTLOQKFVDDLFETLEST

--GELGWRGAAHKLTIYKAILL---—-—=———————

G RGS S IY TRLL

GDOKEGDRGSKMVSEIYLTRLLATKGTLOKEVDDLFETLEST

CKPEFMTKSHQQYTEFVNPSVLSLSPIRGPESGGTMVTITGHYLG

PSVLSLS IRGPESA

CKPEFMTKSHQQYTFVNPSVLSLSPIRGPESCGGTMVTITGHYLG

PALRENSSSVQCONSSYQYDGMDISNLAVDFAVVWNGNEFIIDNPQDLKVH

———————————————————————————— GIKVCWRGNVEIEQPKD-—--

V W GN IDNP D

PALREFNSSSVQCQONSSYQYDGMDISNLAVDEFAVVWNGNEIIDNPODLKVH

QTDINELTSDLDRSGIPYLDYRTYAMRVLFPGIEDHPVLRELE

RAQISDETSALPRGS——-—=-—=——=—=————————————
I DTS L R GIPY

QTDINELTSDLDRSGIPYLDYRTYAMRVLFPGIEDHPVLRELE
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muPlexinA2
Translation of E2.2 (1)
Translation of E2.23 (1)

Translation of E2.23

Consensus

Die in orange dargestellten Ubereinstimmungen sind in diesem Fall besonders tiberzeugend. Um

(736)

760

(736) FS SVQC S Y Y

LSIQGAVHRVPALRENSSSVQCONSSYQYDGMDISNLAVDEAVV

(1) C - GRSMCVQTESSELRYLN-—=--—-—-—-—-

dieses Ergebnis abzusichern wurde ein zweites Phage display mit einer anderen neueren Bibliothek

durchgefuhrt. Die verwendete Bibliothek enthédlt mehr Phagen und l&sst etwas langere Sequenzen

zu. Die gefundenen Peptide weisen alle auf dieselbe Sequenz des Plexin A2 hin und sind im

\ergleich zum Protein dargestellt.

muPlexinA2
huPlexin-A2
*plxNc7.pro
*plxNc28.pro
plxNc54
plxNc55
plxNc56
plxNcéd.pro
plxNcl5.pro
plxNc55
plxNc9.pro
plxNc2l

plxNclO.pro

Der Anti-Plexin A2 Antikorper kann sowohl an das murine als auch an das humane Plexin A2
binden. Da die Peptide sowohl im Tierversuch als auch als Therapie wirksam sein sollen, wurden
hier auch das Plexin aus dem Menschen (griin hinterlegt) und aus der Maus (gelb hinterlegt)
verglichen. Beide unterscheiden sich an der untersuchten Stelle nur in einer Aminoséure. Die

Peptide, die die Sequenz des Plexin A2 am besten darstellen, sind rot dargestellt.

1020
VDRARVDSSLQFEYIDDPRVQRIEPEWSITSGHTPLTITGENLDVIQEPRVRVKE
VDRAHVRSNEQEEGFPPPRVORIEPEWSIASGHTPLTITGENLDVIQEPRIRVKE
————— YDSSDQFSFDYELE-QN

---- WDSSIQFSFEKDKE--RI

——Y-NHSSAYQFFEPYLAY
-—-—-H-SNSSTY-FRYEP--————-----—-—————— - ————————— Y--Y--FY

—-—-N-HWSSADQFKYEEE---V--A

--R-DSSYEFQYEEDE----V--Y-16

————— NFWSTQNVDVEQ-—-—--—====—===-———————————————F——H--GY
—==—H-SNSSTY-FRYEP-———-————— == — oo Y--Y--FY
—————— HTRSNINID-----VGQA-—=--——=-———=———————————————-T--],--D

—-———-H-DTSLIFNYFIDERK

—-——-DLTCLNQDIGYS--—-—-—- QVsS-16
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Auf Grund dieser Ergebnisse wurde eine Auswahl getroffen, welche Peptide synthetisiert und im
Repulsionsassay getestet werden sollen. Hierbei wurde zum einen auf eine vielversprechende
Ahnlichkeit zu dem Zielprotein Wert gelegt. Zum anderen wurde das Augenmerk auf eine gewisse

Stabilitat und Synthetisierbarkeit gelegt.

Aus diesem Grund wurde keines der Peptide aus dem Phage diplay mit dem humanen Neuropilin-2

ausgewadhlt.

Aus dem Phage display mit dem humanen Plexin A2 wurden zwei Peptide synthetisiert. Beide
Peptide bilden dieselbe Sequenz aus Semaphorin 3F ab. Das eine (AV1) ist zehn Aminosauren lang

und das andere (AV2) ist mit sechzehn Aminoséauren ein wenig langer.
AV1 AV2
Ac-WLFQRDPGDR- NH2 Ac-QATVKWLFQRDPGDRR- NH2

Aus dem Phage display mit dem Anti-Plexin A2 Antikdrper wurden, im Hinblick auf die Ergebnisse
des zweiten Phage display, vier Peptide gewahlt. Diese Peptide bilden eine Stelle des humanen und
murinen Plexin A2 ab. Sie unterscheiden sich allerdings ein wenig in der Anordnung der

Aminosauren.

AcBI3 AcBl4
Ac-DSSDQFSFDYELEQN-NH2 Ac-DSSIQFFSFEKDKERI- NH2
AcBI5 AcBIl6

Ac-DSSLQFEYIDDPR- NH2 Ac-DSSLQFEYIDDPRVQR- NH2
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Semaphorin 3F

@ 1

Peptide AcBI3/AcBI4 .

Plexin A2
Neuropilin-2

Abbildung 21: Schema der Eingriffsmdglichkeiten mit den Peptiden am Plexin A2 / Neuropilin-2 Rezeptor

1: AV1 und AV2 sind Semaphorin 3F-analoge Peptide, die durch Bindung an Plexin A2 eine Hemmung der
Signaltransduktion bewirken kénnen.

2: AcBI3 und AcBI4 sind Plexin A2- analoge Peptide, die am Semaphorin 3F binden. Dadurch ist der Ligand des
Rezeptors blockiert und kann kein Signal mehr auslésen.
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3.5 Blockende Peptide im Repulsionsassay

Die aus dem Phage display ausgewahlten Peptide wurden zuerst in einer hohen Konzentration

zusammen mit 210 nmol/l Semaphorin 3F im Repulsionsassay auf ihre Wirksamkeit getestet.

Vergleich Peptide

100 -

AcBls
80 4
AcBs o
=
T 601
(o)}
3
% @
: J [ ]
g 1 AV1TAV 2Bl AcBls
[ ]
[ ]
i ﬁ |::|
0~ E:;] E:j 20000
Konzentration 300 300 600 600 600 600 @ -
Peptid nmol/l
Semaphorin 3F + + + + + + + -
210 nmol/l

Abbildung 22: Nervenfaserriickzug bei Zugabe der synthetisierten Peptide im Vergleich

Bei AcBI3, AcBl4, AV1 und AV2 ist ein deutlicher Rickgang der durch Semaphorin 3F ausgelésten Repulsion

festzustellen. AcBI5 und AcBI6 scheinen dagegen keinen Einfluss zu haben.
Ein Punkt steht fur einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile

angegeben.

Mit den als effektiv betrachteten Peptiden wurden anschlieRend mehrere Konzentrationen getestet,

um eine Dosis-Wirkungs-Beziehung herzustellen.
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3.5.1 Semaphorin 3F Analoga AV1 und AV2 im Repulsionsassay

Zuerst wurde eine Konzentrationsreihe mit den beiden Semaphorin 3F Analoga AV1 und AV2
hergestellt. Hierbei wurde eine steigende Konzentration des Peptids zusammen mit der bekannten,
riickzugausldsenden Konzentration von 210 nmol/l Semaphorin 3F eingesetzt. Man sieht bei beiden

Peptiden eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Repulsion (Abbildung 23).

Getestet wurden die Konzentrationen 75 nmol/l, 150 nmol/l und 300 nmol/I. Bei AV1 ist in der
hdchsten Konzentration nur noch ein Riickzug von 10% zu verzeichnen (Abbildung 23). Bei AV2
reduziert sich der Riickzug bei 300 nmol/l auf nur noch 4%, das bedeutet eine nahezu vollkommene
Aufhebung des Semaphorin 3F Effektes. Beide Peptide fiihren zu einer signifikanten Hemmung,
wobei AV2 die deutlich bessere Wirksamkeit hat.

A AV 1 Semaphorin analoges Peptid B AV 2 Semaphorin analoges Peptid
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Abbildung 23: Nervenfaserriickzug bei Zugabe der Semaphorin 3F-analogen Peptide AV1 und AV2

A: AV1 blockiert den durch Semaphorin 3F ausgeldsten Riuckzug der Nervenfasern in der hdchsten Konzentration
signifikant. Dabei scheint sich auch die Auswachsrate bei erhdhter AV1 Zugabe zu verbessern.

B: AV2 hat noch einen deutlich besseren Effekt auf die Blockade des Riickzugs. In den beiden htheren Konzentrationen
betragt der Ruckzug nur noch 0-4%

Semaphorin 3F wurde in allen Versuchen immer in der gleichen Konzentration von 210 nmol/l zugegeben.

Ein Punkt steht fiir einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile
angegeben.

Abkirzungen: Sema: Semaphorin
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3.5.2 Plexin A2 Analoga AcBI3 und AcBIl4 im Repulsionsassay

Desweiteren wurden die beiden im Vorversuch als wirksam betrachteten Plexin A2 Analoga AcBI3
und AcBI4 untersucht. Die Peptide wurden in den Konzentrationen 150 nmol/I, 300 nmol/l und 600
nmol/l eingesetzt. Semaphorin 3F wurde in der Konzentration von 210 nmol/l zugegeben. Beide
Peptide zeigten eine signifikante Hemmung des Nervenfaserriickzuges (Abbildung 24). AcBl4
reduzierte bei 600 nmol/l den Riickzug von 50% auf 5%. AcBI3 ist sogar in der Lage, bei 600
nmol/l den Riickzug komplett zu verhindern.
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Abbildung 24: Nervenfaserriickzug bei Zugabe der Plexin A2- analogen Peptide AcBI3 und AcBl4

A: AcBI3 konnte in der hochsten Konzentration den Riickzug der Nervenfaser nahezu vollstandig verhindern.
B: AcBI4 filhrte zu einer Senkung der Riickzugsrate in den héheren Konzentrationen auf 5%.

Semaphorin 3F wurde in allen Versuchen immer in der gleichen Konzentration von 210 nmol/l zugegeben.

Ein Punkt steht fur einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile
angegeben.

Abkirzungen: Sema: Semaphorin
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3.6  Bindungsfahigkeit und Nachweisbarkeit der Peptide

Die obigen Ergebnisse lassen nattrlich hoffen, dass diese Peptide auch im Mausmodell eine &hnlich
gute Wirkung erzielen wie im Repulsionsassay. Um die Peptide tiberhaupt im Tier einsetzen zu
kdnnen, mussen aber einige Bedingungen erfillt sein. Zum einen muss man eine Maéglichkeit
haben, die Peptide nachzuweisen, um Uberprifen zu kdnnen, ob sie an den Wirkort gelangen, und
andererseits mussen die Peptide solange intakt bleiben, bis sie wirken kénnen. Gerade dies ist bei
ungeschitzten Peptiden nahezu ausgeschlossen, da proteolytische Enzyme ubiquitér vorkommen

und die eingesetzten Peptide sofort spalten wirden.

Es wurden daher mehrere Fragestellungen bearbeitet, wobei die Plexin A2-analogen Peptide im
Blickpunkt waren. Erstens weily man, dass es sich bei den Peptiden um eine Sequenz aus Plexin A2
handelt. Man weil allerdings nicht, ob diese Stelle bei der Aktivierung des Rezeptors mit
Semaphorin 3F oder Neuropilin-2 interagiert. Daher war als erstes die Bindungsféhigkeit der
Peptide zu Semaphorin 3F und Neuropilin-2 von Interesse. AulRerdem ging es um die
Nachweisbarkeit im Serum, um die Peptide in vivo zu detektieren.

Zusétzlich wurde eine biotinylierte Variante getestet. Durch die Kopplung an Biotin hat man
eventuell die Mdglichkeit, das Peptid durch eine Biotin/Streptavidin Bindung sterisch vor
proteolytischen Enzymen zu schiitzen und gleichzeitig die Nachweisbarkeit zu verbessern. Die
Frage dabei ist allerdings, ob die Bindungsfahigkeit an den Reaktionspartner und damit die

Wirksamkeit durch eine derartige Manipulation erhalten bleibt.

3.6.1 Bindung von AcBI3 und AcBI4 an Semaphorin 3F und Neuropilin-2

Hier wurde als erstes die Bindung an Semaphorin 3 F bzw. an Neuropilin-2 nachgewiesen. Die
Peptide wurden jeweils in einer Konzentrationsreihe von 0,1 bis 50 pmol/l im ELISA verwendet.
Man konnte sowohl eine Bindung an Semaphorin 3F als auch an Neuropilin-2 feststellen.
(Abbildung 25). Bis vor einiger Zeit dachte man, dass Semaphorin 3F ausschlieRlich an Neuropilin-
2 bindet, das dann wiederum die Signaltransduktion am Plexin A2 ausldst. Neuere Untersuchungen
der Bindungsstruktur zeigten allerdings, dass alle drei Komponenten aneinander binden miissen
[Hota PK, 2012].
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A Peptide Semaphorin 3F Coating
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Abbildung 25: ELISA mit AcBI3 und AcBI4 und Semaphorin 3F bzw. Neuropilin-2 Coating

Aufgetragen ist jeweils die Absorption im ELISA gegen die Konzentration in pmol/l. Die Geradengleichung

und R? sind in den jeweiligen Farben gekennzeichnet.

A: Beide Peptide binden an Neuropilin-2, der quadrierte Korrelationskoeffizient liegt bei 86% (AcBI3) bzw. 94%
(AcBl4)

B: Die Bindung an Semaphorin 3F scheint noch ein wenig besser zu sein. Mit einem quadrierten
Korrelationskoeffizienten von 93% (AcBI3) bzw. 97% (AcBI4) kann man von einem hdchst linearen Zusammenhang

ausgehen.

Betrachtet man nun die biotinylierte Variante der Peptide in demselben ELISA, stellte sich heraus,
dass sich durch die Biotinylierung die Bindungsfahigkeit an Neuropilin-2 deutlich verschlechtert

hat (Abbildung 26). Die Bindung an Semaphorin 3F scheint allerdings davon nicht beeinflusst zu

werden.
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A Biotinylierte Peptide Semaphorin 3F Coating

@ Biotinyliertes AcBI3 Biotinyliertes AcBl4

2,5
2
y=0,161In(x) + 1,3461
- R2=0,9913
a5
-
2
Q
2, y=0,1787In(x) +1,1929
< R? = 0,9348
L ]
0,5
0
0,0 0,1 1,0 10,0 100,0

Konzentration pmol/!

B Biotinylierte Peptide Neuropilin-2 Coating
2

! @ Biotinyliertes AcBI3 Biotinyliertes AcBl4

°
2
c y=0,1355In(x) +0,8951
2 e R?=0,674
s
=]
3 1 )
.:1: e
-
05 /
y=0,1789In(x) +0,8713
R?=0,7502
0
0,1 1,0 10,0 100,0

Konzentration umol/!

Abbildung 26: Bindung an Semaphorin 3F bzw. Neuropilin-2 der biotinylierten Variante von AcBI3 und AcBl4

Aufgetragen ist jeweils die Absorption gegen die Konzentration in pmol/l. Die Geradengleichung und R? sind in den

jeweiligen Farben gekennzeichnet.
A: Die Bindung an Neuropilin-2 hat sich deutlich verschlechtert; der quadrierte Korrelationskoeffizient liegt nun bei

75% (AcBI3) bzw. 67% (AcBI4).
B: Die Bindung an Semaphorin 3F hat sich nicht verdndert. Mit einem quadrierten Korrelationskoeffizienten von 99%

(AcBI3) bzw. 93% (AcBI4) kann man weiterhin von einem hohen linearen Zusammenhang sprechen.
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3.6.2 AcBI3 und AcBIl4 im Mausserum

Um nun die Moglichkeit zu haben, die Peptide auch im Mausserum nachzuweisen, wurde ein
spezieller ELISA mit Peptidcoatingplatten verwendet. Dieser ermdglicht schon den Nachweis

geringerer Konzentration und erhéht so die Chance auf einen positiven Nachweis.

Zuerst wurde eine Konzentrationsbestimmung mit in Wasser geldsten Peptiden durchgefiihrt um die
Funktionalitat zu Uberpriifen. Auch in diesem ELISA ist eine zuverlassige Bestimmung der

Konzentration der Peptide mdglich (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Detektion von AcBl; und AcBl,

Aufgetragen ist jeweils die Absorption gegen die Konzentration in umol/l. Die Geradengleichung und R? sind in den
jeweiligen Farben gekennzeichnet.

Die Konzentrationen der beiden Peptide lassen sich zuverldssig mit einem quadrierten Korrelationskoeffizienten von
96% (AcBI3) und 94% (AcBI4) bestimmen.

Des Weiteren wurden die Peptide in Mausserum gegeben und die zugegebenen Konzentrationen aus
dem Serum bestimmt (Abbildung 28). Hier war die Konzentrationsbestimmung deutlich
schwieriger. Daraus kann man schlief3en, dass mit diesem ELISA der Nachweis der Peptide im
Serum kaum mdglich ist. Mit AcBI3, das im Serum immerhin einen quadrierten

Korrelationskoeffizienten von 77% erreicht hat, wurde noch ein weiterer Versuch unternommen.
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Abbildung 28: Detektion von AcBl; und AcBl, in Mausserum

Aufgetragen ist jeweils die Absorption gegen die Konzentration in umol/l. Die Geradengleichung und R? sind in den

jeweiligen Farben gekennzeichnet.
A: Die Konzentrationen der beiden Peptide lassen sich im Mausserum verdiinnt nicht mehr nachweisen.

B: Der Nachweis der biotinylierten Peptide gestaltet sich ebenso schwierig.
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Dieses Mal wurden 250 pg des biotinylierten Peptids mit Streptavidin Poly-HRP vorinkubiert und
den Mé&usen gespritzt. Die 250 pg des Peptides entsprechen geschatzt einer Konzentration von 668
nmol/l im Serum. Das Peptid wurde in PBS gel6st und einer Maus intravends in die Schwanzvene
sowie einer anderen Maus unter Betdubung in die linke Herzkammer injiziert. Finf Minuten spater
wurden die M&use getotet, und das Blut aus der linken Herzkammer fiir die

Konzentrationsbestimmung aus dem Serum benutzt (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Detektion von AcBls; nach Injektion in die Maus

Oben: Die Konzentrationsreihe wurde mit den biotinylierten Peptiden, die mit Streptavidin Poly-HRP vorinkubiert
wurden, in Mausserum durchgefihrt. Aufgetragen wurde die Konzentration in pmol/l.
Unten: Auffinden des AcBlIs-Biotin-Streptavidin-Konstrukts im Serum nach Injektion. Es konnte nur eine geringe

Menge des AcBl; wiedergefunden werden.
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3.7 Einfluss von VEGF 165 auf den Nervenfaserriickzug

Der VEGF-Rezeptor 1 und 2 bildet analog zum Plexin-Rezeptor einen Rezeptorkomplex mit
Neuropilin, wobei Neuropilin-1 statt Neuropilin-2 gebunden wird [Jonathan R L Wild, 2012]. Durch
diese Ahnlichkeit im Aufbau ist es denkbar, dass es zu wechselseitigen Beeinflussungen der
Systeme kommt. Zum Beispiel hat Semaphorin 3A einen Einfluss auf die Angiogenese, indem es
den VEGF-R/Neuropilin-1 Rezeptor blockiert [Guttmann-Raviv N, 2007; Szekanecz Z, 2009]. Da
VEGF in den entziindeten Gelenken bei RA vermehrt exprimiert wird [Miller LE, 2004], ist ein
Einfluss auf den Nervenfaserriickzug denkbar.

Aus diesem Grund wurde VEGF 165 alleine und in Kombination mit Semaphorin 3F im

Repulsionsassay auf sympathischen Ganglien eingesetzt.

Wie in Abbildung 29 dargestellt wird, scheinen auch in diesem System die beiden Substanzen
Einfluss aufeinander zu nehmen. Durch Zugabe der gleichen Menge VEGF 165 liel sich der
Ruckzug der Nervenfasern nahezu vollstandig aufhalten.

VEGF 165 im Vergleich mit Semaphorin 3F
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Abbildung 30: VEGF 165 hemmt die Repulsion sympathischer Nervenfasern

In dieser Untersuchung wurde der alleinige Einsatz von Semaphorin 3F und VEGF 165 mit einer Kombination der

beiden Substanzen verglichen. Bei Einsatz beider Substanzen findet nahezu keine Repulsion durch Semaphorin 3F statt.
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3.8 Humane, induzierte, Tyrosinhydroxylase-positive Zellen

Die bisher vorgestellten Ergebnisse beruhen alle auf Versuchen mit Tieren bzw. tierischen Zellen.
Es ist moglich, aus humanem Fettgewebe mesenchymale Stammzellen zu gewinnen und diese zu
Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen zu differenzieren. [Trzaska KA, 2011] Daher liegt es nahe, zu
untersuchen, ob sich diese Zellen ahnlich wie die bisher untersuchten sympathischen Nervenfasern
der Maus verhalten. Tyrosinhydroxylase-positive Zellen sind in der Lage Dopamin und die anderen
Katecholamine zu produzieren. Die Differenzierung der Zellen wird mit einer Tyrosinhydroxylase
(TH)-Farbung nachgewiesen. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung der Aminoséure Tyrosin
in L-DOPA, und dies ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Synthese der

Katecholamine. Und damit besitzen diese Zellen Eigenschaften der sympathischen Neurone.

3.8.1 Nachweis von Plexin A2 und Neuropilin-2 auf humanen, induzierten,

Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen

Es wurde zunéchst die Frage beantwortet, ob diese Zellen (iber den Plexin A2/Neuropilin-2
Rezeptor verfligen. Dazu wurde mit den ausdifferenzierten Zellen je eine Immunfluoreszenz-
Féarbung auf Neuropilin-2 bzw-Plexin A2 durchgefihrt. Um die Spezifizitat der Farbung
abzusichern, wurde zunédchst mit den Antikorpern gefarbt. In einem zweiten Ansatz wurde der
Antikorper blockiert, indem er zuvor mit dem zur Herstellung des Antikdpers verwendeten Protein
inkubiert wurde. In diesem Versuch wurden die humanen Varianten der Antikorper und Proteine
eingesetzt. Da es sowohl Zellen von Patienten mit Osteoarthrose (OA) als auch von Patienten mit

rheumatoider Arthritis (RA) gab, wurden diese getrennt untersucht.

Es konnte ein deutlicher Unterschied zwischen RA und OA Patienten feststellen. Man konnte
bezuglich der Anti-Neuropilin-2 Farbungen sehr gut die angeférbten Zellen erkennen, und auch
Plexin A2 war in den Zellen vorhanden. Da sich die Bindung der Antikérper durch das zugegebene
Protein verhindern lieR3, ist die Bindung spezifisch (Abbildung 31). Im Gegensatz zu RA ist bei OA
die Farbung kaum erkennbar (Abbildung 32).
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Neuropilin-2 Farbung

Neuropilin-2 +Protein
Féarbung

Plexin A2 Farbung

Plexin A2 +Protein
Féarbung

Abbildung 31: Detektion von Neuropilin-2 und Plexin A2 auf dopaminerg differenzierten Zellen bei RA

Rechts in der Abbildung ist die Fluoreszenzfarbung und links derselbe Bildausschnitt im Durchlicht dargestellt. Die
oberen Bilder zeigen die Ergebnisse mit dem Antikorper alleine, und die unteren Bilder zeigen Ergebnisse nach
Neutralisation der Antikorper.

Es wurde auch eine Isotypkontrolle durchgefiihrt, die negativ war. Diese ist zur besseren Ubersichtlichkeit nicht

dargestellt.
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Neuropilin-2 Farbung

Neuropilin-2 +Protein
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Abbildung 32: Detektion von Neuropilin-2 und Plexin A2 auf dopaminerg differenzierten Zellen bei OA

Rechts in der Abbildung ist die Fluoreszenzfarbung und links derselbe Bildausschnitt im Durchlicht dargestellt. Die
oberen Bilder zeigen die Ergebnisse mit dem Antikdrper alleine, und die unteren Bilder zeigen Ergebnisse nach
Neutralisation der Antikorper.

Es wurde auch eine Isotypkontrolle durchgefiihrt, die negativ war. Diese ist zur besseren Ubersichtlichkeit nicht
dargestellt.
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3.8.2 Humane, induzierte, Tyrosinhydroxylase-positiv ausdifferenzierte Zellen im

Repulsionsassay

Da Plexin A2 und Neuropilin-2, wenn auch in unterschiedlicher Menge, auf den humanen
dopaminergen Zellen vorhanden waren, wurde ein Repulsionsassay mit Semaphorin 3F

durchgefunhrt.

Hier zeigte sich, dass sich die dendritischen Auswiichse der Zellen, &hnlich wie auch die
sympathischen Nervenfasern der M&use, unter Einfluss von Semaphorin 3F zuriickziehen. In dem
Fall der dopaminergen Zellen &uRert sich das in einem Abrunden der Zellen.

Es wird auch hier ein deutlicher Unterschied zwischen den RA- und den OA- Zellen sichtbar. Die
RA-Zellen reagierten sehr gut auf Semaphorin 3F (Abbildung 33 links). Dies passt auch zu den
Ergebnissen der Fluoreszenzfarbung. Die OA- Zellen reagieren hingegen kaum auf Semaphorin 3F
(Abbildung 33 rechts).

Induzierte TH-positive Zellen aus RA Induzierte TH-positive Zellen aus OA
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Abbildung 33: Einfluss von Semaphorin 3F auf dopaminerge Zellen aus RA und OA

A: Die Zugabe von 210nmol/l Semaphorin 3F fuhrte zu einem deutlichen Riickzug der Nervenfaser bei RA (ca. 50% im
Vergleich zu 23% ohne Semaphorin 3F).

B:Bei OA hatte Semaphorin 3F keinen Einfluss. Der Riickzug blieb unveréndert bei ca. 20%.

Ein Punkt steht fiir einen Versuch im Repulsionsassay. Im Box Plot sind Median sowie 25% und 75% Perzentile
angegeben.

Abkirzungen: Sema: Semaphorin
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4  Diskussion

4.1  Methoden zum Hemmen der Plexin A2 / Neuropilin-2 Signaltransduktion

4.1.1 In vitro Ergebnisse aus dem Repulsionsassay

Im ersten Teil der Arbeit ging es darum, verschiedene Mdglichkeiten zu beschreiben, den Plexin A2
/ Neuropilin-2 Signalweg zu hemmen. Das ist in vielfaltiger Weise geschehen, es wurden insgesamt
sechs verschiedene Molekule identifiziert, die an vier verschiedenen Angriffspunkten den
Signalweg unterbrechen kénnen. Dies wurde anhand der gewonnenen Daten aus dem
Repulsionsassay gezeigt. Die Substanzen und ihr Eingriffspunkt sind im folgenden Schema
zusammengefasst dargestellt (Abbildung 34).

Semaphorin 3F

of |

Peptide AcBI3/AcBI4 ‘

Anti-Plexin A2 Antikorper

®

Anti-Neuropilin-2 Antikorper

Plexin A2
Neuropilin-2

Abbildung 34: Schema der Eingriffsmoglichkeiten am Plexin A2 / Neuropilin-2 Rezeptor

1 und 2: Die Antikdrper binden an ihrem jeweiligen Zielmolekil Plexin A2 oder Neuropilin-2 und verhindern so einen
Zusammenschluss der Rezeptoren mit ihrem Liganden.

3: AcBI3 und AcBl4 sind Plexin A2- analoge Peptide die, nachgewiesenermafen, am Semaphorin 3F und auch an das
Neuropilin-2 binden und somit den Rezeptor blockieren.

4: AV1 und AV2 sind Semaphorin 3F -analoge Peptide, die durch Bindung an den Rezeptorkomplex ebenfalls eine

Blockade bewirken.
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Diese neuen Molekiile er6ffnen einen Weg, die Signalgebung und damit die Migration von
Nervenfasern experimentell zu beeinflussen. Da mittlerweile sowohl die Semaphorine als auch
Neuropiline nicht mehr alleine fur die Wegfindung der Axone verantwortlich sind, ist es durchaus
denkbar die Peptide und Antikorper auch an anderer Stelle einzusetzen.

So hat sich beispielsweise herausgestellt, dass Semaphorin 3F antiangiogenetisch wirksam ist [Guo
HF 2013], oder auch tumorsuppressiv bei einigen hormonabhangigen Darmkrebsarten wirkt
[Bollard J, 2015; Gao X, 2015].

Neuropilin-2 ist als Corezeptor nicht nur auf Plexine beschrankt, sondern hat eine groRe Zahl an
Liganden. So bindet er neben dem VEGF-Rezeptor auch noch den TGF-f-Rezeptor als Korezeptor
und ist somit auch in diese Signalwege involviert. So hat sich fir Neuropilin-1 und -2 eine
wachstumsfordernde Wirkung auf Tumore gezeigt, die sowohl iber die angiogenetische Wirkung
als auch direkt vermittelt wird [Ellis LM, 2006; Prud’homme GJ, 2012].

Im Immunsystem werden Neuropiline von dendritischen Zellen und regulatorischen T-Zellen
exprimiert. Sie haben dort eine eher suppressive Wirkung [Prud’homme GJ, 2012].

Damit ist ein weites Feld an Einsatzmdglichkeiten der Blocksubstanzen auch aulRerhalb der

axonalen Wegfindung und der rheumatoiden Arthritis gegeben.

4.1.2 Invivo Ergebnisse aus dem Kollagen-induzierten Arthritis Mausmodell

Ziel war eine klinische Verringerung der rheumatoiden Arthritissymptome durch Hemmen des
Rickzugs der sympathischen Nervenfaser aus dem Entziindungsgebiet zu erreichen. Die Hypothese
besagt, dass durch ein Ungleichgewicht zwischen sympathischen und sensorischen Nervenfasern im
Laufe der RA eine Milieuverschiebung zugunsten der Entziindungsreaktion stattfindet [Pongratz,
2013]. Dies wird durch die Anwesenheit von Semaphorin 3C und 3F, die selektiv repulsiv auf
sympathische Nervenfasern wirken, verstarkt [Koeck FX, 2009]. Zusétzlich ist in der Entzindung
ein erhdhtes Vorhandensein von NGF nachgewiesen worden. NGF ist fiir das Wachstum der
sympathischen Nerven essentiell, aber auch wachstumsférdernd fiir sensorische Nerven. Zusétzlich

fordert es die Differenzierung zu nozizeptiven Nerven [Davies AM, 2000].

Um in diesen Verlauf positiv eingreifen zu kdnnen, wurde eine Blockade des Plexin A2 /Neuropilin-
2 Rezeptors angestrebt. Leider konnte in den durchgefiihrten Versuchen weder mit dem Anti-Plexin
A2 noch mit den Anti-Neuropilin-2 Antikoérpern eine Verbesserung der experimentellen Arthritis

gezeigt werden.
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Dies kann mehrere Grlinde haben. Erstens kann Art, Zeitpunkt und Dosis der Applikation falsch
gewesen sein. Die applizierte Dosis kdnnte zu niedrig gewesen sein, bzw. es kdnnte nicht gentigend
Wirkstoff im Synovium angekommen sein. Bei der Dosisfindung wurden allerdings gangige
Dosierungen fur therapeutische Antikorper verwendet [Kanakaraj P, 2012]. Ebenso ist in der
Literatur fir TNF-Antikorper beschrieben, dass bei intraperitonealer Applikation eine ausreichende
Menge des Antikorpers ins Synovium gelangt [Williams RO, 1992]. Zuséatzlich wurden in den
Versuchen mehrere Alternativen getestet. Neben der intraperitonealen Gabe wurde auch eine
intravendse Injektion versucht. Ebenso wurde neben dem praventiven Versuch an Tag 4 nach
Induktion auch eine spéatere therapeutische Gabe untersucht. In friheren Studien mit
sympathektomierten Mausen wurde gezeigt, dass der Zeitpunkt der Applikation entscheidend ist. So
wirkt der Sympathikus in der friihen Phase entziindungsfordernd und erst in der spateren Phase der
Acrthritis entzindungshemmend [Harle P, 2005]. Das kdnnte bedeuten, dass die Behandlung am Tag
4 keinen praventiven Nutzen hat, sondern eher entziindungsfordernd wirkt. Bei der Injektion zu
einem spéateren Zeitpunkt ist es nicht sicher, ob ein Blockieren des Riickzugs auch gleichzeitig ein
Auswachsen der Nervenfasern bedeutet, obwohl dieses Phanomen im Repulsionsassay sichtbar

wurde.

Es ware durchaus denkbar, dass ein modifizerter monoklonaler Antikorper, der deutlich haufiger
héatte appliziert werden kann, hier bessere Ergebnisse gebracht hétte. Ebenso wére es maéglich
gewesen, dass die Peptide eine Wirkung erzielt hatten. Diese zu verabreichen, war allerdings wegen

ihrer Instabilitdt im Serum nicht méglich.

Zweitens kann aber auch der Mechanismus nicht geeignet sein, eine Verdnderung des

Entzindungsmilieus zu bewirken.

Wie in der Einleitung beschrieben wurde, ist der Einfluss des Sympathikus tber a-Rezeptoren
proinflammatorisch, wéhrend der Signalweg tiber B-Rezeptoren als antiinflammatorisch gilt. Die
Signalweiterleitung tber die B-Rezeptoren lauft dabei wie folgt ab. Der B-Rezeptor ist in der Regel
Gas gekoppelt. Bei einer Aktivierung wird durch Dephosporilierung mithilfe der Adenylatcyclase
das Adenosintriphosphat (ATP) in ein cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP) umgewandelt.
Phosphodiesterasen (PDE) bauen cAMP wieder ab. cCAMP aktiviert des Weiteren die Proteinkinase
A (PKA) [Lefkovitz RJ, 1998]. Die PKA aktiviert wiederum verschiedene Transkriptionsfaktoren,
die entziindungshemmende Effekte auslésen [Raker VK, 2016]. cAMP kann immunsuppressiv
wirken, indem es regulatorische T-Zellen induziert [Bopp T, 2007; Raker VK, 2016].
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Diese klassische Wirkungsweise kann sich aber veradndern. Mittlerweile weil3 man, dass die
Expression der a- und B-Rezeptoren auf Immunzellen dhnlich wie der intrazelluléare Signalweg
dynamisch reguliert ist. So wurde in Makrophagen unter Einfluss der Entziindung eine
Verschiebung der Adrenorezeptor-Expression weg von -Rezeptoren hin zu a-Rezeptoren
beobachtet [Rouppe van der Voort C, 1999; Lorton D, 2013].

Ebenso ist die Verringerung der Adrenorezeptoren unter stetigem Einfluss der Agonisten im
Nervensystem schon seit langerem bekannt. Das geschieht durch die G-Protein-gekoppelte
Rezeptor Kinase (GRK), die am B-Rezeptor durch Phosphorylierung eine Bindungsstelle fur
B-Arrestin schafft. Durch das p-Arrestin wird der Rezeptor inaktiviert und anschlie3end
internalisiert und abgebaut [Reiter E, 2006; Lohse MJ, 1990]. Dieser Mechanismus ist mittlerweile

auch bei Immunzellen bekannt [Lorton D, 2015].

Ein weiterer Prozess ist die Verschiebung von einer Gas zu einer Gai Kopplung des Rezeptors.
Hierbei wird durch die Phosphorylierung des Rezeptors durch PKA eine erhohte Kopplung an das
Gai Protein statt wie vorher an das Gas Protein erreicht. Dadurch fiihrt der Signalweg nicht mehr zu
einer vermehrten Bildung von cCAMP, Uber Aktivierung der Adenylatcyclase, sondern zu einer
Senkung der cAMP Konzentration und zu einer Erhéhung der Mitogen-activated protein kinase
(MAPK) [Lorton D, 2013; Jenei-Lanzl Z, 2015; Scanzano, 2015; Elenkuv 1J, 2000].

Die beschriebenen Mechanismen am - Rezeptor werden in der Abbildung 35 noch einmal

zusammengefasst.
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Sympathikus

extrazellular

Intrazellular

/ PP

Abbau des Rezeptors :
-Arrestli

Abbildung 35: Schema der Signaltransduktion am p-Rezeptor

1: Der klassische Weg der Signaltransduktion. Der Ligand aktiviert den -Rezeptor und die Gas Untereinheit moduliert
die Aktivitat der Adenylatcyclase, die wiederum ATP in cAMP umwandelt. cAMP wirkt direkt oder iber die PKA
entziindungshemmend. Die Phosphodiesterase (PDE) baut cAMP ab.

2: Wird der B-Rezeptor von GRK phosphoryliert, kann p-Arrestin binden. Der Rezeptor wird daraufhin internalisiert
und abgebaut. Zuséatzlich steigert B-Arrestin die Aktiviat der PDE.

3: Ebenso kann eine Rezeptor-Phosphorylierung tiber PKA erfolgen. Dies fordert die Bindung der Gai Untereinheit und
vermindert die Bindungsfahigkeit von Gas. Der Signalweg von Gai ist entziindungsférdernd durch Senkung der cAMP
und Erhéhung der Mitogen-activated protein kinase (MAPK) [nach Jenei-Lanzl Z, 2015]

Abkirzungen: AC: Adenylatcylase; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; GDP:
Guanosindiphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; GRK: G-Protein gekoppelte Rezeptor Kinase; MAPK: Mitogen-

activated protein kinase; PDE: Phosphodiesterase; PKA: Proteinkinase A
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Eine dritte Moglichkeit, die zu einer Unwirksamkeit der applizierten Antikorper beitrug, besteht, in
dem neuerlichen Auswachsen der Ganglien. Durch die hohen NGF Konzentrationen im
Entziindungsgebiet sollte ein Wachstum der sympathischen Nervenfasern angeregt werden. Es
konnten allerdings Faktoren vorhanden sein, die das Wachstum der Nervenfasern verhindern. So ist
zum Beispiel TNF daflir bekannt, im zentralen Nervensystem bei neuronalen Entziindung zu einem
Verlust von Synapsen zu flihren. Das geschieht unter anderem durch eine Verminderung des F-
Actin bindenden Proteins Drebin, wodurch es zu einer Destabilisierung des Zytoskelettes kommt.
[Poon VY, 2012; Mc Guire C, 2011; Santello M,2012; Jagadeesh SR,2012]. Als Zytoskelett wird
ein Netzwerk aus Proteinen bezeichnet, das sich im Zytoplasma eukaryotischer Zellen befindet.
Hauptbestandteile sind Aktinfilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli.

Da dieser TNF-bedingte Einfluss auf das Zytoskelett dem der Semaphorine nicht undhnlich ist, ist
es durchaus vorstellbar, dass auch beim peripheren Nervensystem hohe TNF-Konzentrationen zu

einem Ruckzug der Nervenfasern fuhren.

Als vierter Punkt sei der Einfluss von VEGF auf das System genannt. Es wurde in den Ergebnissen
gezeigt, dass die Zugabe von VEGF 165 die Wirkung des Semaphorin 3F nahezu aufheben kann. In
entzlindeten Gelenken der RA ist eine sehr hohe VEGF Konzentration vorhanden [Taylor P, 2000;
Paleolog EM, 2002]. Es kann daher sein, dass eine Blockade des Plexin A2/ Neuropilin-2 Rezeptors
durch VEGF vorliegt und somit die Blocksubstanzen ohne Wirkung sind.

Semaphorine und Plexine spielen auch eine immer groRerwerdende Rolle in der Modifikation des
Immunsystems. Besonders Semaphorine der Klassen 4,6 und 7 sowie die Plexine A und B werden
von verschiedenen Zellen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems exprimiert [Roney K,
2013]. Beispielsweise hat das Zusammenspiel von Semaphorin 3A und Plexin A4 eine
Verminderung der T-Zell-Proliferation und -Differenzierung sowie eine geringere Migration von
DCs und Monozyten zur Folge [Lepelletier Y, 2006; Yamamoto M, 2008; Wen H, 2010]. Es ware
daher denkbar, dass die Blockade von Semaphorin 3F und Plexin A2 entziindungsférdernde Effekte

ausubt.

Zusammenfassend ist also zu sagen, dass das ganze System der Semaphorine, Plexine und
Neuropiline sehr komplex ist. Es ist daher zweifelhaft, ob hier eine Verbesserung der Entziindung

erreicht werden kann.
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4.2  Die transgene Neuropilin-2/eGFP Maus

Ziel war es, eine Maus zu zuchten, deren Neuropilin-2 Rezeptoren mit eGFP markiert sind und
daher griin fluoreszieren. Die ersten zwei Zuchtschritte, das Verpaaren mit Wildtyp-Mé&usen zum

Entfernen der Flp-Sequenz und das anschlielende Riickkreuzen, waren erfolgreich.

Die so erhaltenen heterozygoten und spater auch homozygoten Tiere wurden jeweils mit den zwei
Cre-Mausstammen CMV-CRE und Ella-CRE verpaart. Anhand der PCR gab es Nachkommen, die
bezlglich der Sequenz heterozygot waren. Leider lie3 sich bei diesen Tieren aber keine Fluoreszenz
feststellen. Auch eine Immunfluoreszenfarbung auf eGFP in den sympathischen Nervenfasern
brachte keinen Nachweis leuchtender Neurone.

Daraufhin wurden die beiden Cre-Stamme mit einer sogenannten ROSA-YFP Reportermaus
verpaart. Das ist eine gangige Methode, eine Cre-Maus zu prifen [Abram CL, 2014]. Die ROSA-
YFP ist ein Mausstamm mit gefloxten Fluoreszenzgenen, um die Effektivitat der Cre-Mause zu
uberprifen. Dieser Ansatz schlug fehl. Im néchsten Schritt miisste man herauszufinden, ob es eine
weitere CRE-Maus gibt, die in diesem Modell zuverlassig die loxP Sequenzen schneidet. Da solche
Zuchtschritte sehr langwierig sind, konnten weitere experimentelle Schritte wahrend dieser

Promotionsarbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

4.3  Plexin A2/ Neuropilin-2 Rezeptor auf humanen, Tyrosinhydroxylase-positiven

Zellen

Bisher waren die Versuche zur Repulsion von Nervenfasern auf das Tiermodell beschrankt. Durch
die Methode der Ausdifferenzierung von humanen, adipdsen, mesenchymalen Stammzellen zu
Tyrosinhydroxylase-positiven sympathischen Nervenzellen [Jenei-Lanzl, 2015; Trzaska KA, 2011]
stand nun auch erstmals ein menschliches Modell fiir die axonale Wegfindung zu Verfiigung. Der

Repulsionsassay konnte daher auf die humanen Zellen ibertragen werden.

Das ist deshalb interessant, weil es im entziindeten Gelenk Zellen gibt, die den Mangel an
sympathischen Neurotransmittern dadurch ausgleichen, indem sie selbst Katecholamine
produzieren [Capellino S, 2012]. Diese TH-positiven, Katecholamin-produzierenden Zellen haben
einen modulierenden Einfluss auf die Entziindung. Obwohl auch proinflammatorische Effekte von
Katecholamin-produzierenden Phagozyten beschrieben wurden [Flierl MA, 2007], wirken TH-
positive Zellen in der experimentellen Arthritis antiinflammatorisch [Capellino S, 2010; Jenei-Lanzl
Z, 2015].
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Dies konnte ein Schritt zu einer neuen zellbasierten Therapie sein [Jenei-Lanzl Z, 2015]. Die
Reaktion dieser Zellen auf neuronale Repulsionsfaktoren und die Hemmung derselben, durch zum

Beispiel TNF, kann daher von Interesse sein.

Besonders hervorzuheben ist der Unterschied zwischen den Zellen von Patienten mit OA im
Vergleich zu denen mit RA. Es scheint so, als wirden Zellen aus RA mehr Neuropilin-2 und Plexin
A2 auf der Oberflache besitzen und auch sensibler auf Semaphorin 3F reagieren. Dies muss aber

noch durch weitere Versuche bestatigt werden.
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5 Zusammenfassung

Im Verlauf der rheumatoiden Arthritis kommt es zu einem Riickzug sympathischer Nervenfasern
aus dem Entziindungsgebiet. Dieser Riickzug wird ber die Semaphorine 3F und 3C vermittelt, die
unter anderem durch Makrophagen und Fibroblasten ausgeschuttet werden. Die Semaphorine sind
Liganden am Plexin A2 / Neuropilin-2 Korezeptor, tber den das Zuruickziehen der Nervenfasern
vermittelt wird. Das Fehlen des Sympathikus im entzlindeten Gelenk fuhrt wiederum zu einem
Ungleichgewicht der proinflammatorischen und antiinflammatorischen Faktoren in Richtung der
Entzindungsférderung. Daher, so die Hypothese, kénnte es durch ein Blocken der
Sympathikusrepulsion zu einer Verbesserung der Entziindung und damit zu einem giinstigeren

Verlauf der Erkrankung kommen.

Es wurden sechs verschiedene Molekiile gefunden, die in vitro einen hemmenden Effekt zeigten.
Zwei Antikorper und vier Peptide wurden im Phage display gefunden. Sie setzten am Semaphorin
3F, am Plexin A2 und am Neuropilin-2 an. Ihnen gemeinsam ist, dass sie alle die durch Semaphorin
3F ausgeloste Repulsion sympathischer Nervenfasern verhindern konnten. Auch VEGF 165 konnte
in vitro die Repulsion durch Semaphorin 3F aufhalten.

Die in vivo im CIA-Mausmodell eingesetzten Antikdrper konnten allerdings keine Verbesserung der
klinischen Arthritissymptome, trotz verschiedener Konzentrationen, Applikationsarten und
Zeitpunkten der Therapie bewirken. Die gefundenen Peptide wurden nicht im Tierversuch

eingesetzt, da sie schon in Vorversuchen im Blut nicht zu detektieren waren.

Der Repulsionsassay, der an sympathischen Mausganglien etabliert war, konnte auf humane,
Tyrosinhydroxylase-positive Zellen ibertragen werden. Es wurde ein deutlicher Unterschied in der

Reaktion auf Semaphorin 3F zwischen Zellen aus RA und OA Patienten festgestellt.

Dies Arbeit hat gezeigt, dass es auf verschiedene Weise mdglich ist, den Plexin A2 / Neuropilin-2
Rezeptor zu blockieren und einen Nervenfaserriickzug zu verhindern. Die erwartete Auswirkung auf

den Krankheitsverlauf der Arthritis konnte leider nicht gezeigt werden.
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