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1 Einleitung 

1.1 Rheumatoide Arthritis 

1.1.1 Die Krankheit im Überblick 

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Autoimmunerkrankung, die u.a. mit Entzündungen der 

Gelenke einhergeht. Sie ist die häufigste Art der entzündlichen Arthritis und hat eine Prävalenz 

von etwa 1 % in der Bevölkerung weltweit (1,2). Eine sehr geringe Prävalenz tritt im ländlichen 

Afrika auf, eine hohe bei bestimmten Stämmen der amerikanischen Ureinwohner (Pima und 

Chippewa) (3). Das Verhältnis der betroffenen Frauen zu Männern beträgt etwa 2,5 zu 1, 

weshalb, wie bei vielen Autoimmunerkrankungen, den Sexualhormonen eine wichtige Rolle 

zugeschrieben wird (2–4). RA kann in jedem Alter ausbrechen, die Inzidenz steigt jedoch mit 

zunehmendem Alter. Am häufigsten bricht RA zwischen 40 und 70 Jahren aus (3). 

Obwohl die genaue Ätiologie der RA unbekannt ist, gibt es Faktoren, die Einfluss auf 

einen möglichen Ausbruch der Krankheit haben (5,6). Genetische Faktoren machen etwa 60 % 

der Anfälligkeit für die Krankheit aus, wohingegen der sozioökonomische Status keinen 

Einfluss auf die Prävalenz zu nehmen scheint (3,7). 

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass der klinisch manifesten RA eine 

asymptomatische Phase vorhergeht. Ein Merkmal dieser Phase ist eine nachweisbare 

synoviale Entzündung, insbesondere mit Infiltration durch Makrophagen, schon bevor die 

Gelenke anschwellen, schmerzhaft werden oder sonstige klinische Anzeichen der RA auftreten 

(8). Aufgrund dieser Erkenntnisse muss eine frühe RA bereits als chronische Erkrankung 

angesehen werden (8). Ein weiteres Anzeichen für eine, der symptomatischen RA 

vorhergehende, asymptomatische Phase der RA liegt im Nachweis von Autoantikörper, die 

oftmals schon Jahre vor Ausbruch der Krankheit nachweisbar sind (9,10).  

Der Verlauf der RA entwickelt sich sehr individuell und variabel bei den verschiedenen 

Patienten, das typische klinische Merkmal ist jedoch eine symmetrische Arthritis, die 

hauptsächlich die kleinen Gelenke der Hände und Füße befällt, nicht aber das Finger- oder 

Zehenendgelenk (Abbildung 1) (1,3,5,6). 
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Abbildung 1: Deformationen an den Händen eines RA-Patienten. Dargestellt sind die linke (a) und rechte (b) Hand 
eines RA-Patienten mit Schwanenhalsdeformität und Knopfloch- bzw. Boutonnière-Deformität. Außerdem sind 
dorsovolare Projektionsradiographien der linken (c) und rechten (d) Hand abgebildet (11). 

Der Krankheitsbeginn ist meist schleichend und es können mehrere Monate vergehen, bis eine 

sichere Diagnose gestellt wird (3). Die dominierenden Symptome sind Schmerzen, Steifheit 

und Schwellungen der peripheren Gelenke (3). In der frühen Phase betrifft die RA zunächst 

meist die proximalen Interphalangeal- und Metacarpophalangealgelenke, im weiteren Verlauf 

die größeren Gelenke wie die des Knies, des Ellenbogens und des Sprunggelenks (12). In den 

ersten Wochen der Erkrankung kommt es vor allem zu Gewebeödemen und 

Fibrinablagerungen, die sich klinisch als Gelenkschwellung und -schmerzen äußern können (3). 

Typisch für RA ist eine Entzündung der Synovia, Hyperplasie, Autoantikörperproduktion 

(Rheumafaktor (RF) und Antikörper gegen citrullinierte Proteine (ACPA)) und Zerstörung von 

Knorpel und Knochen (Abbildung 2) (12–14). Systemische Symptome wie Müdigkeit, 

Gewichtsverlust und leichtes Fieber können ebenfalls bei aktiver Erkrankung auftreten 

(Abbildung 3) (15). 

 
Abbildung 2: Rheumatische Vorfußdeformität. Dargestellt sind die Röntgenbilder des deformierten Vorfußes eines 
RA-Patienten vor (a) und nach (b) einer korrigierenden OP. In (a) erkennt man einen vergrößerten 
1. intermetatarsalen Winkel, einen Hallux valgus und luxierte Kleinzehengrundgelenke II/III. In (b) sind die 
Gelenkkorrekturen nach der OP dargestellt (16). 

Es kann schon in sehr frühen Stadien der Krankheit zur Zerstörung des Gelenkes kommen, die 

dazu in der Lage ist sehr schnell voranzuschreiten (3). Im ersten Jahr ist das Fortschreiten der 
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Gelenkschäden signifikant stärker als im 2. und 3. Jahr (17). Innerhalb der ersten 2 bis 3 Jahre 

kann bei etwa 70 % der Patienten bereits radiologisch die Gelenkschädigung nachgewiesen 

werden (3,17). Veränderungen, die im Röntgenbild ersichtlich werden, gehen einer 

Fehlstellung und funktionellen Behinderung oftmals um Jahre voraus. Bis sich die körperliche 

Deformität bemerkbar macht, sind in der Regel bereits erhebliche irreversible Gelenkschäden 

entstanden (Abbildung 1 und Abbildung 2) (3).  

 
Abbildung 3: Klinisch beobachtete Langzeitkomplikationen der RA-Patienten. Entzündungsmediatoren wie 
Zytokine können zu einer Vielzahl von Komorbiditäten bei RA-Patienten führen, wie beispielsweise 
kardiovaskuläre, psychologische und skelettbezogene Störungen. CRP: C-reaktives Protein, HDL: 
High-Density-Lipoprotein, HPA: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse, LDL: 
Low-Density-Lipoprotein, SERT: Serotonintransporter (13). 

Bei Patienten, die schon lange Zeit (über 3 Jahre) unter RA leiden, kommt es häufig, bei etwa 

68 % der Patienten, zur Bildung von Knochenmarködemen (18). Die Anzahl der betroffenen 

Knochen ist bei Patienten mit einer etablierten RA signifikant höher als bei Patienten in einem 

frühen Stadium der RA (18). Knochenmarködeme sind mit späteren radiologischen Erosionen 

assoziiert (19). Sie können Aussagen über die Krankheitsaktivität geben und Marker dafür sein 

(18). Weitere Faktoren, die Verschlechterungen von radiologischen Läsionen und 

Funktionsverluste vorhersagen können, sind der Nachweis des Rheumafaktors, 
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Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG), die Krankheitsaktivität, das Alter bei 

Krankheitsausbruch sowie das weibliche Geschlecht (6,20,21). 

Da es sich bei der RA um eine systemische Autoimmunerkrankung handelt, können in 

einem späteren Stadium auch andere Teile und Organe des Körpers betroffen sein als nur die 

Gelenke (12). RA-Patienten leiden beispielsweise oftmals unter Osteoporose, haben ein 

erhöhtes Risiko für Myokardinfarkte sowie kardiovaskuläre, pulmonale, psychologische und 

skelettbezogene Störungen (Abbildung 3 und Abbildung 4) (13,22–24). 

 
Abbildung 4: Osteoporose. Innerhalb weniger Monate ist eine schwere gelenknahe Osteoporose bei einem 
Patienten mit hochaktiver RA aufgetreten. Sie ist besonders deutlich über der Handwurzel und den MCP-Gelenken 
erkennbar (25). 

Außerdem haben RA-Patienten durch die langandauernde Entzündungsaktivität ein erhöhtes 

Risiko an Lungenkrebs sowie an Lymphomen zu erkranken, meist vom aggressiven, diffusen, 

großzelligen B-Zell-Typ mit einer schlechten Prognose (26–29). Zusätzlich führt RA zu einer 

erhöhten Todesrate, die im Zusammenhang mit dem klinischen Schweregrad und Aktivität der 

Erkrankung steht (15,30,31). 

Bis in die frühen 2000er-Jahre waren die Behandlungsmöglichkeiten der RA noch nicht 

weit fortgeschritten. Mit andauernder Erkrankung kam es zu immer stärkeren 

Funktionsverlusten, die oft zur Notwendigkeit einer Operation mit Gelenkersatz führten, da 

die Symptome durch medizinische Behandlung nicht mehr zufriedenstellend beherrscht 

werden konnten (15,19,30). Am Häufigsten wurde ein Gelenkersatz des Knies und der Hüfte 

durchgeführt (15). 

Außerdem führte RA in vielen Fällen zur Erwerbsunfähigkeit, oftmals schon in frühen 

Phasen der Erkrankung. Eine Studie aus dem Jahr 2008 zeigte, dass 23 % der Patienten mit 1 

bis 3 Jahren Krankheitsdauer nicht erwerbstätig waren, und der Anteil mit der Dauer der 



Einleitung 

 

5 
 

Erkrankung zunahm, sodass 35 % der Patienten mit 10 Jahren und 51 % der Patienten mit 

mehr als 25 Jahren Krankheitsdauer nicht mehr erwerbstätig waren (32). 

In den letzten Jahren gab es jedoch große Fortschritte in der Behandlung der RA, was 

das Fortschreiten der Erkrankung und die Notwendigkeit einer OP drastisch minimierte (33–

35). Hierbei spielten eine bessere Diagnostik und die Zulassung neuer Medikamente und 

damit frühere Behandlungsmöglichkeiten eine große Rolle. Es kann bei immer mehr Patienten 

eine Remission erreicht werden, bei der die Krankheitsaktivität und die Symptome durch 

individuelle, oftmals kombinierte Therapie mehrerer Medikamente auf ein sehr geringes 

Ausmaß reduziert werden (33–35). 

1.1.2 Pathogenese der RA 

Verschiedene Faktoren können zur Aktivierung der Peptidyl-Arginin-Deiminase führen, die 

daraufhin citrullinierte Neuantigene erzeugt. Zu den wichtigsten umweltbedingten 

Risikofaktoren gehören beispielsweise Tabakrauch und mukosale Krankheitserreger (36,37). 

Durch humane Leukozyten-Antigen-Moleküle wird die Interaktion zwischen 

antigenspezifischen B-Zellen, T-Zellen und antigenpräsentierenden Zellen in den sekundären 

lymphatischen Organen gefördert, wodurch die Reifung von ACPAs vorangetrieben wird (38). 

ACPAs bestehen aus einer Gruppe von Antikörpern, die mit einer Vielzahl von 

citrullinierten Antigenen interagieren (38). Sie sind in der Lage Immunkomplexe zu bilden und 

Makrophagen zu binden und aktivieren, mit Neutrophilen in einer sich selbst verstärkenden 

Weise zu interagieren und durch Bindung von autoreaktiven B-Zellen die citrullinspezifische 

T-Zell-Reifung und -Differenzierung zu fördern. Durch all diese Vorgänge kommt es zur 

Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, die zur Entstehung der RA 

beitragen. Außerdem fördern ACPAs bei direkter Bindung die Osteoklastendifferenzierung 

und aktivieren diese durch gebildete Immunkomplexe, was wiederum zur Freisetzung von 

proinflammatorischen Zytokinen führt. Zusätzlich sind die ACPAs dazu in der Lage durch 

Interaktion mit citrullinierten zellulären Proteinen die Fibroblastenmigration zu fördern, das 

Komplementsystem zu aktivieren und durch Interaktion mit Typ-II-Kollagen im Gelenkknorpel 

die Gelenkzerstörung zu induzieren (Abbildung 5) (38). 
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Abbildung 5: ACPA-bedingte Pathogenese der RA. (A) ACPAs bilden Immunkomplexe und binden an das 
grp78-Protein und TLR4 auf der Oberfläche von Makrophagen. Hierdurch werden diese aktiviert und eine 
Immunreaktion mit Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wird ausgelöst. (B) Neutrophile und ACPAs 
interagieren in einer sich selbst verstärkenden Weise. Durch NETosis werden große Mengen an citrullinierten 
Antigenen freigesetzt, die wiederum die ACPA-Produktion und die Immunkomplexbildung stimulieren. Dadurch 
werden weitere Vernetzungen gebildet und Zytokin- und Chemokinfreisetzung gesteigert. (C) Autoreaktive 
B-Zellen, die Oberflächen-ACPAs tragen, können als APCs dienen, um die citrullinspezifische 
T-Zell-Reifung/-Differenzierung zu fördern und verschiedene proinflammatorische Zytokine zu sezernieren. (D) Die 
direkte Bindung von ACPAs fördert die Osteoklastendifferenzierung. Durch die Immunkomplexe werden die 
Osteoklasten aktiviert und die Produktion proinflammatorischer Zytokine gefördert. (E) Durch die Interaktion von 
ACPAs und citrullinierten zellulären Proteinen wird die Fibroblastenmigration gefördert. (F) Die 
Komplementaktivierung erfolgt sowohl über den klassischen Weg als auch über den alternativen Weg. ACPAs 
reagieren auch mit Typ-II-Kollagen im Gelenkknorpel, was zur Gelenkzerstörung führt (38). 

Im Serum und in der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten konnten über 150 citrullinierte 

Proteine identifiziert werden, die als Citrullinom bezeichnet werden (68). Die Citrullinierung 

ist ein physiologischer Vorgang, der lebenswichtige zelluläre Regulationen beeinflusst (69). 

Erst bei übermäßiger Citrullinierung, jenseits der physiologischen Regulation, können 

citrullinierte Peptide potenziell zu Neoantigenen werden, welche die ACPA-Bildung anregen 

und damit die Entstehung von RA fördern können. In diesem Fall entspricht die Citrullinierung 

einem pathologischen Vorgang. 

1.1.3 Zelluläre Veränderungen 

Das Volumen der Synovialmembran kann Aussagen über die Krankheitsaktivität geben und 

Marker dafür sein (18). Mit dem Verlauf der Krankheit ändert sich die Synovia und es treten 

vermehrt Entzündungsmerkmale auf (1,3,12,39). Die normalerweise zarte Synovialmembran 

verwandelt sich in eine wuchernde, invasive Zellmasse oder einen Pannus, der das umliegende 

Gewebe und den Knochen erodiert (Abbildung 6) (1,3,12,39,40).  
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Abbildung 6: Pannus. Bei einer Operation geöffnetes Kniegelenk eines RA-Patienten, bei dem die zottenförmige 
Proliferation der Synovialmembran ersichtlich wird (41). 

Innerhalb kurzer Zeit wird die Synovialmembran hyperplastisch, und sie besteht dann aus 

einer enorm vermehrten Zahl makrophagenartiger und fibroblastenartiger Synoviozyten 

(3,39). Diese Zellen können durch von ihnen produzierte Faktoren benachbarte Zellen 

aktivieren und dadurch eine Entzündungsreaktion aufrechterhalten (1). Aber auch aktivierte 

T-Zellen und B-Zellen infiltrieren die Synovia (1,3,8,12). Plasmazellen stellen hierbei die 

vorherrschende Population der infiltrierenden mononukleären Leukozyten in rheumatoiden 

Synovialgeweben dar (42).  

T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung der RA, sie sind sowohl an der 

Krankheitsinduktion, als auch an der Krankheitserhaltung beteiligt (3,43). T-Zellen in 

RA-Gelenken sind hauptsächlich vom T-Helfer Typ 1 (Th1-Typ) (43). 

Eine weitere entscheidende Zellart, die vermehrt in der entzündeten Synovia der 

RA-Patienten vorkommt sind synoviale Fibroblasten, die direkte Effektoren für 

Gewebeverletzungen und Matrixumbau in entzündeter Synovia sind (40). Synoviale 

Fibroblasten sind in der Lage eine Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren 

freizusetzen, die die Entzündungsreaktion regulieren können (40). Zu den entscheidendsten 

Enzymen, die synoviale Fibroblasten freisetzen können, gehören die Metalloproteinasen 

(3,40). Diese sind für den Umbau und den Abbau der extrazellulären Matrix verantwortlich 

(3,40). Zusätzlich haben synoviale Fibroblasten aber auch Einfluss auf andere Zellen in ihrem 

Umfeld, wodurch sie eine Synovitis induzieren können (40). Sie liefern chemotaktische und 

aktivierende Signale an residente parenchymale Zellen und infiltrierende Immunzellen und sie 

sind in der Lage, das Überleben von T-Zellen und Neutrophilen zu induzieren (40,44). 

Außerdem kommt es bei der RA neben zellulärer Hyperplasie zu einer ausgeprägten 

Angiogenese und einer veränderte Expression von Zelloberflächen-Adhäsionsmolekülen, 

Proteinasen und Proteinase-Inhibitoren (3,13,43,45). Des Weiteren sind bei der RA eine 
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Vielzahl von Chemokinen und Zytokinen vermehrt vorhanden und aktiv (3). Diese sind sowohl 

von anti- als auch proinflammatorischer Natur, das Gleichgewicht in der rheumatoiden 

Synovialis ist jedoch zur proinflammatorischen Seite hin verschoben (43). Dies führt in den 

meisten Fällen zu einer fortschreitenden Zerstörung von Knorpel und Knochen, die nach einer 

Invasion dieser Gewebe durch das zelluläre Synovialgewebe auftritt und vermutlich 

hauptsächlich durch die Zytokininduktion zerstörerischer Enzyme, vor allem 

Matrix-Metalloproteinasen, vermittelt wird (1,43). Auch Serin-Proteinasen und Aggrecane 

sind für die Zerstörung der Gelenkstrukturen und der extrazellulären Matrix verantwortlich 

(1).  

Ein wichtiger Faktor, der großen Einfluss auf die RA hat, ist das C-reaktive Protein (CRP), 

das zu den Akute-Phase-Proteinen gehört. Es kann Aussagen über die Krankheitsaktivität 

geben und erhöhte Werte prognostizieren radiologischen Läsionen und vermehrte 

Funktionsverluste (6,15,20,21,46). Genauso wie das CRP sind die Werte der BSG bei aktiver 

RA häufig erhöht (15). Beides kann verwendet werden, um die Krankheitsaktivität und das 

Ansprechen auf Medikamente zu verfolgen (15). Ein weiterer wichtiger Regulator der RA, der 

auch als Ansatzpunkt für Therapien dient, ist TNF (3,15,47–52). Es spielt eine zentrale Rolle 

bei der klinischen Manifestation der RA, der Entzündung der Synovia sowie der 

fortschreitenden Schädigung der benachbarten Knochen und Knorpel, da es an der Spitze 

einer proinflammatorischen Zytokin-Kaskade steht (3,43,49). Außerdem spielt IL-1 eine 

wichtige Rolle bei der Entzündung der Synovia und der Zerstörung der Gelenke (3). 

Ein weiterer entscheidender Faktor bei der Entstehung der RA ist die Hypoxie. Der 

Sauerstoffgehalt im Synovialgewebe eines RA-Patienten beträgt zwischen 2 und 4 % (53–55). 

Die Hypoxie hat Einfluss auf die entzündlichen Prozesse und kann diese induzieren (53,55). 

Dies geschieht unter anderem durch den Einfluss der Hypoxie auf eine Vielzahl von Zytokinen, 

wie beispielsweise TNF, IL-1β, IFNγ und das Chemokin MIP3α (53,55). Außerdem hat die 

Hypoxie Einfluss auf die Angiogenese, die Zellmigration und -invasion, die Apoptose, den 

zellulären Stoffwechsel und die Invasivität des Pannus (53,55). Auch 

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und ihre Gewebsinhibitoren (TIMPs) werden durch 

Hypoxie reguliert (53). 

Außerdem spielt bei vermindertem Sauerstoffgehalt der Hypoxie-induzierbare Faktor 1 

(HIF-1) eine große Rolle. Der aus den zwei Untereinheiten HIF-1α und HIF-1β bestehende 

Transkriptionsfaktor ist der Hauptregulator der zellulären und systemischen O2-Homöostase 
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(56,57). HIF-1 aktiviert die Transkription von Zielgenen, die für das Zellüberleben und die 

Adaption an Stress und Hypoxie entscheidend sind (53,56). Hierbei steuert es unter anderem 

die Expression von Genen, die für die Angiogenese, Erythropoese, Glukoseaufnahme, den 

Zellstoffwechsel und die Apoptose entscheidend sind (57). Außerdem kommt es zu einer 

physikalischen und funktionellen Interaktion des HIF-1 mit der PKA (56). Das PKA-Holoenzym 

ist vor der Aktivierung an HIF-1α gebunden und somit bereit, auf erhöhte Konzentrationen des 

zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP) mit der Stimulation der HIF-1-Aktivität zu 

reagieren (56). Die PKA erhöht die HIF-1-Aktivität und Zielgenexpression, indem es den 

proteasomalen Abbau hemmt und die HIF-1α-Stabilität steigert (56). 

1.1.4 Diagnosestellung 

Zur Diagnosestellung einer RA werden hauptsächlich die klinischen Manifestationen bewertet 

(6). Dies geschieht oftmals auf der Grundlage der Kriterien des American College of 

Rheumatology (ACR, früher American Rheumatism Association) von 1987, die beispielsweise 

Morgensteifigkeit, Arthritis oder radiologisch detektierbare Erosionen bewerten (58). Um 

auch frühe Stadien der RA detektieren zu können wurden die Kriterien von 1987 überarbeitet 

und 2010 veröffentlicht (59). Im neuen Kriteriensatz basiert die Klassifizierung als "definitive 

RA" auf dem bestätigten Vorhandensein einer Synovitis in mindestens einem Gelenk, dem 

Fehlen einer alternativen Diagnose, die die Synovitis besser erklärt, und dem Erreichen einer 

Gesamtpunktzahl von mindestens 6 von 10 möglichen Punkten für nachfolgende Kriterien: 

Anzahl und Ort der betroffenen Gelenke (0-5), serologische Abnormität (0-3), erhöhte 

Reaktion in der akuten Phase (0-1) und Symptomdauer (0-1) (59). 

Neben der Röntgendiagnostik gewinnen auch die Magnetresonanztomographie (MRT) 

Untersuchungen bei RA an Bedeutung. Bei vielen Patienten sind radiologische Erosionen erst 

frühestens 12 Monate nach Symptombeginn sichtbar (19). Das MRT ist sensitiver für 

Erosionen, weshalb diese bereits in frühen Phasen der RA (4 Monate nach Symptombeginn) 

detektiert werden können wenn das Röntgenbild häufig noch normal ist (60). Außerdem 

können mittels MRT Entzündungen der Synovia und der Sehnen sowie Knochenödeme gut 

erkannt werden (60–62). Vor allem MRTs in frühen Phasen der RA können bei der 

Überwachung der Krankheitsaktivität nützlich sein, Informationen über den Schweregrad der 

Synovialitis liefern, radiologische Schäden und aggressive Verläufe vorhersagen und bei der 

Prognose und damit der Auswahl der passenden spezifischen Therapie helfen (18,19,62).  
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Zusätzlich stützt sich die Diagnose der RA zunehmend auch auf serologische Marker wie 

den Rheumafaktor oder Antikörper gegen citrullinierte Proteine oder Peptide (63). Bei 

RA-Patienten können eine Vielzahl von Autoantikörpern detektiert werden, viele davon 

bereits 4,5 Monate bis 9 Jahre vor den ersten Symptomen, mit einer zunehmenden Häufigkeit 

positiver Proben, je näher sie dem Zeitpunkt des Ausbruchs der Erkrankung kommen (9,10). 

Die Zeit von der ersten Autoantikörper-Positivität in einer Serumprobe bis zur Entwicklung von 

Symptomen beträgt durchschnittlich 4,5 Jahre (9). Auch bei anderen 

Autoimmunerkrankungen wie z. B. bei systemischem Lupus erythematodes und 

insulinabhängigem Diabetes mellitus können Autoantikörper bereits gefunden werden, bevor 

klinische Symptome auftreten (64,65). 

Die Autoantikörper unterscheiden sich stark in ihrer Spezifität für RA. Während manche 

bei vielen verschiedenen entzündlichen Erkrankungen zu finden sind, kommen andere nahezu 

ausschließlich bei RA vor (12). Diese RA-spezifischen Antikörper können bei der Frühdiagnose 

und Prognose der Erkrankung hilfreich sein (9,12,63). Die bei Patienten mit RA am häufigsten 

gefundenen Autoantikörper sind Antikörper gegen IgG (IgM-Rheumafaktor) und ACPA (9). 

Der Rheumafaktor ist einer der am längsten und besten bekannten Autoantikörper, der 

erstmals von Waaler 1929 beobachtet wurde (1). Der Rheumafaktor ist ein 

IgM-Autoantikörper, der die Fc-Region von IgG erkennt (43). Er wird oftmals als diagnostischer 

Marker für RA verwendet und ist eines der Kriterien des ACR für die Diagnosestellung der RA 

(12). Der Rheumafaktor hat eine Sensitivität von 66 %, eine Spezifität von 87 % und eine 

Gesamtgenauigkeit von 78 % für die Diagnose der RA (66). Etwa 80 % der RA-Patienten sind 

seropositiv für diesen Faktor (1,6,12,66).  

Problematisch bei der Diagnose der RA mittels des Rheumafaktor ist jedoch, dass er 

unter anderem bei Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (z. B. Sjögren-Syndrom), 

Infektionskrankheiten (z. B. Hepatitis, Tuberkulose), bei Gesunden (3-5 %) sowie vermehrt bei 

älteren gesunden Menschen (10-30 %) gefunden werden kann (1,6,12,15,67). Obwohl nicht 

klar ist ob die Symptome der RA direkt mit dem Rheumafaktor zusammenhängen, weist sein 

Vorkommen auf einen aggressiveren und destruktiveren Verlauf hin (1,12). Die RF-Titer sind 

hierbei linear mit der Schwere der Entzündung assoziiert (12).  

Zu den Antikörpern, die sehr spezifisch für RA sind gehören vor allem jene, die gegen 

citrullinierte Antigene wie Sa, Filaggrin und Keratin gerichtet sind (66). Es konnte mehrfach 

gezeigt werden, dass Antikörper gegen citrullinierte Peptide bei RA eine wichtige Rolle spielen 
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(10,67,68). Doch auch bei anderen Krankheiten wie beispielsweise Multipler Sklerose und 

Schuppenflechte (Psoriasis) ist dies der Fall (68,69).  

Bei der Citrullinierung katalysieren Peptidylarginin-Deiminasen die Umwandlung von 

proteingebundenem Arginin zu Citrullin, einer nicht kodierten Aminosäure (68). Diese 

posttranslationalen Modifikationen stellen frühe Prozesse in der Progression zur Krankheit dar 

und können einen großen Einfluss auf die Struktur und Funktion des Zielproteins haben 

(10,68). 

Das Vorhandensein von ACPA hat einen starken prädiktiven Wert für die spätere 

Entwicklung der RA (10). Sie sind bei fast 70 % der RA-Patienten bereits in einer frühen Phase 

der Erkrankung vorhanden (6). ACPA-positive Patienten entwickelten signifikant schwerere 

radiologische Schäden als Patienten, die ACPA-negativ waren (6). Die Seropositivität konnte 

jedoch keine funktionelle Behinderung voraussagen (6).  

Antikörper gegen Keratin sind bei 37-59 % der Patienten mit RA im Serum vorhanden 

und manchmal schon vor dem klinischen Ausbruch der Erkrankung nachweisbar (63). Weitere 

oftmals bei RA detektierte Antikörper sind beispielsweise gegen RA33 oder den perinukleären 

Faktor gerichtet. Während erstere bei etwa 36 % der RA-Patienten vorkommen, können 

Antikörper gegen den perinukleären Faktor bei 49-91 % der RA-Patienten gefunden werden 

(6,12). Die höchste Spezifität für RA erhält man bei der Kombination der Nachweise 

verschiedener Antikörper. Es wurde gezeigt, dass nur 31 % der RF-RA-Patienten auch positiv 

für Antikörper gegen Keratin, Filaggrin, Anti-Sa oder ACPA sind, und dass Anti-Sa am 

spezifischsten für die Diagnose ist (66). Kombiniert man den Nachweis von RF mit Antikörpern 

gegen Filaggrin, Anti-Sa oder ACPA nähert sich die Spezifität für RA an 100 % (66).  

Zu den unspezifischen Antikörpern, die bei RA-Patienten gefunden werden können, 

gehören solche, die gegen eine Vielzahl von Knorpelproteinen wie Kollagen und Fibronektin 

gerichtet sind, aber auch Antiphospholipid-Antikörper und antineutrophile zytoplasmatische 

Antikörper sind häufig zu finden (12). 

Diese serologischen Marker sind oftmals schon zu einem frühen Zeitpunkt detektierbar, 

bevor die zuvor genannten Kriterien des ACR für die Diagnosestellung erfüllt sind (63). Dies 

ermöglicht, dass die Ansätze der Therapie der RA immer weiter zu aggressiveren Therapien in 

sehr frühen Stadien der Erkrankungen tendieren (63). 
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1.1.5 Therapie 

Da eine diagnostizierte RA nicht spontan heilt, ist der frühzeitige Beginn der Behandlung von 

entscheidender Bedeutung (70). Ziele der Therapie der RA sind die Linderung der Symptome 

sowie die Minimierung von Gelenkschmerzen und -schwellungen. Außerdem soll das 

Auftreten oder Fortschreiten von strukturellen Schäden an Knorpel und Knochen gehemmt 

sowie extraartikuläre Manifestationen kontrolliert werden. Allgemein soll die Lebensqualität 

und Leistungsfähigkeit im sozialen und beruflichen Umfeld erhalten bzw. verbessert werden 

(15,70).  

Im Idealfall führt die Therapie der RA zu einer Heilung, in manchen Fällen kann jedoch 

auch eine geringe Krankheitsaktivität, die Remission, ein akzeptables Ziel sein (47,70). Die 

Wahl der passenden Therapie hängt von verschiedenen Faktoren ab, die die Wirksamkeit 

beeinflussen können. Patienten mit langer Krankheitsdauer sprechen weniger gut auf eine 

Therapie an als Patienten in einer frühen Phase der RA (71). In frühen Stadien sind sowohl die 

Kontrolle der Symptome und Anzeichen der Krankheitsaktivität, als auch eine Verbesserung 

der funktionellen Kapazität möglich (72). Das therapeutische Fenster, um Letzteres zu 

verbessern, liegt in den ersten 2 Jahren der Erkrankung (72). Im späteren Verlauf der 

Erkrankung ist eine zufriedenstellende symptomatische, klinische und labortechnische 

Reaktion möglich, aber eine anhaltende Verbesserung der Behinderung bleibt aus (72).  

Abgesehen von der Krankheitsdauer vor Therapiebeginn haben außerdem das 

Geschlecht (Männer reagieren besser als Frauen), die Krankheitsaktivität (je aktiver desto 

besser die Wirksamkeit), eine frühere Therapie mit DMARDs und die Einschränkung der 

Leistungsfähigkeit wichtige Auswirkungen auf die Wirksamkeit der Therapie (71). Abhängig 

von der Vorhersage der Wirksamkeit der Therapie kann diese anpasst und bei einer schlechten 

Prognose gegebenenfalls früh aggressiver gestaltet werden (71). Neben der vorausgesagten 

Wirksamkeit müssen weitere Faktoren bei der Auswahl der richtigen Therapie beachtet 

werden. Komorbiditäten wie beispielweise Hepatitis, Krebserkrankungen, Herzinsuffizienz 

oder auch eine Schwangerschaft haben Einfluss auf die Wahl der passenden Therapie 

(15,47,70). 

Bis 1999 waren die Standardmedikamente Glucocorticoide (GC), NSAIDs (nonsteroidal 

anti-inflammatory drugs) und DMARDs (Disease-modifying anti-rheumatic drug). Hierzu 

gehörten beispielsweise Methotrexat (MTX), Goldsalze, Hydroxychloroquin, Sulfasalazin, 

Cyclosporin und Azathioprin, auch in verschiedenen Kombinationen (3). 1999 wurden drei 
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neue DMARDs zugelassen (Leflunomid, Etanercept und Infliximab) und ein COX-2-spezifischer 

NSAID (Celecoxib) (3). Während NSAIDs zu den weitgehend symptomatischen Mitteln 

gehören, sollen DMARDs eine Hemmung des Auftretens oder Fortschreitens von strukturellen 

Schäden an Knorpel und Knochen bewirken (70). 

Sowohl das ACR im Jahr 2008 als auch die EULAR (European League Against 

Rheumatism) im Jahr 2010 haben Empfehlungen zur Behandlungen der RA veröffentlicht und 

diese mit dem Erlangen neuer Erkenntnisse bzw. der Zulassung neuer Medikamente 2012 bzw. 

2016 und 2019 überarbeitet und aktualisiert (47,70,73–75). Diese Empfehlungen spiegeln die 

Ausgewogenheit der klinischen, funktionellen und strukturellen Wirksamkeit, der Sicherheit, 

der Kosten und der Patientenwahrnehmung wider (70). Die Standardtherapie der RA 

entspricht einer pharmakologischen Therapie mit DMARDs (15,70). Diese sollte sofort nach 

Diagnosestellung beginnen, und Methotrexat sollte Teil der ersten Behandlungsstrategie sein 

(70).  

Bei der Gabe von MTX muss bedacht werden, dass erst nach 4 bis 8 Wochen eine 

Wirkung eintritt (3). Es werden mindestens 10 mg MTX pro Woche verschrieben und die 

Dosierung kann bis 15-25 mg erhöht werden bzw. bis die Nebenwirkungen zu stark werden 

(3). Die Zugabe von oraler Folsäure (1 mg pro Tag) oder Folinsäure (5 mg pro Woche) reduziert 

selektive Nebenwirkungen wie Alopezie, Stomatitis, gastrointestinale Unverträglichkeit und 

hämatopoetische toxische Effekte, ohne die Wirksamkeit wesentlich zu verringern (3).  

Neben MTX gehören Hydroxychloroquin, Leflunomid, Minocyclin und Sulfasalazin zu 

den empfohlenen DMARDs, von denen auch eine Kombination von 2 bis 3 Präparaten möglich 

ist (47). Zu den biologischen Wirkstoffen gehören monoklonale Antikörper und rekombinante 

Rezeptoren zur Blockierung von Zytokinen, welche die für die RA-Symptome verantwortliche 

Entzündungskaskade fördern (15). Von den biologischen Wirkstoffen sind TNF-Inhibitoren die 

am besten untersuchten Präparate und die Therapie der ersten Wahl (15).  

Die ersten Versuche am Menschen mit Reagenzien gegen TNF begannen in den frühen 

1990er-Jahren (3). Sie sind sicher und gut verträglich, können den Verlauf der Knochen- und 

Knorpelschädigung verlangsamen oder sogar verhindern und zu positiven Ergebnissen bei der 

Reduzierung der Entzündung bei klinischen Messparametern sowie den Laborwerten führen 

(48–50). 

TNF-Inhibitoren sind auch bei anderen Krankheiten wie Morbus Crohn, Morbus 

Bechterew, Psoriasis and Psoriasis-Arthritis wirksam (1). Empfohlenen TNF-Inhibitoren bei RA 
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sind Adalimumab, Infliximab, Etanercept, Certolizumab pegol und Golimumab (70). Zu den 

empfohlenen biologischen Wirkstoffen, die nicht gegen TNF gerichtet sind, gehören zum 

Beispiel Abatacept (Anti-T-Zell-Strategie), Rituximab (Anti-B-Zell-Strategie), Tocilizumab 

(Anti-IL-6-Strategie) und Sarilumab (Anti-IL-6-Strategie) (70). 

Eine Kombination verschiedener Präparate, vor allem zusammen mit MTX, hat sich 

oftmals als vorteilhaft dargestellt. Kombinationstherapien helfen bei frühem RA-Stadium 

genauso wie bei Patienten mit langjähriger RA, bei denen die klassische DMARD-Therapie 

nicht angeschlagen hat (3,49). Kombinierte Therapien von Antikörpern gegen TNF und MTX 

zeigten sich mehrfach als effektiv (3,49,51,52). Die Kombination von Infliximab und MTX 

beispielsweise zeigte eine bessere Wirksamkeit als jedes der Medikamente allein, Symptome 

und Anzeichen der RA wurden signifikant stärker reduziert und die Lebensqualität signifikant 

verbessert (3,49,51). Außerdem konnte bei der Kombination, im Gegensatz zu MTX allein, kein 

Fortschreiten der Gelenkschäden beobachtet werden (49). 

Neben DMARDs werden zu Beginn der Therapie oftmals GCs verschrieben, die nach den 

EULAR-Empfehlungen jedoch so schnell wie klinisch machbar reduziert bzw. abgesetzt werden 

sollten (70). Sie werden in erster Linie als Überbrückungstherapie eingesetzt bis die DMARDs 

ihre Wirksamkeit zeigen und ausschleichend innerhalb von etwa 3 Monaten wieder abgesetzt 

(70). Nach Nutzen-Risiko-Abwägung gibt es jedoch auch Rheumatologen, die eine Dauergabe 

der GCs in niedriger Dosierung unter 5 mg/Tag empfehlen (76–78). 

DMARDs sind oftmals nur mäßig wirksam und verträglich bei Langzeitbehandlungen (3). 

Patienten benötigen Zugang zu mehreren Medikamenten mit unterschiedlichen 

Wirkmechanismen, um die Heterogenität der RA zu adressieren (70). Sie können lebenslang 

mehrere aufeinanderfolgende Therapien benötigen (70). Bei aktiver Erkrankung wird eine 

regelmäßige Überwachung der Wirksamkeit der Therapie im Abstand von 1 bis 3 Monaten 

empfohlen (70). Spätestens 3 Monate nach Behandlungsbeginn sollte eine Besserung 

auftreten und nach 6 Monaten das Behandlungsziel erreicht sein. Ist dies nicht der Fall muss 

die Therapie angepasst werden (70). Tritt bei Patienten eine anhaltende Remission ein, das 

heißt geringe Krankheitsaktivität oder Rückgang der Symptome, können die DMARDs 

ausgeschlichen werden (70,79). Vielen Patienten ist es jedoch nicht möglich die Therapie 

abzusetzen, und sie benötigen eine lebenslange Behandlung (70). 
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1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

1.2.1 Allgemeines über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), auch als "Sieben-Transmembran-Rezeptoren" 

(7TMR) bekannt, stellen die größte, vielseitigste und ubiquitärste der verschiedenen Familien 

von Membranrezeptoren dar (80–82). GPCRs sind integrale Membranproteine, die sieben 

transmembrane α-Helices enthalten (83). Es gibt 3 extrazelluläre Schleifen, mit einem 

extrazellulären Amino-Terminus, und 3 intrazelluläre Schleifen, mit einem intrazellulären 

Carboxy-Terminus (81,84–88). Die extrazelluläre Region moduliert den Ligandenzugang, die 

transmembrane Region bildet den strukturellen Kern, bindet Liganden und gibt diese 

Information durch Konformationsänderungen an die intrazelluläre Region weiter. Diese bildet 

die Schnittstelle zu zytosolischen Proteinen, wie beispielsweise in Form einer 

G-Protein-Bindungsfläche, und kann die Aktivierung komplexer Signalnetzwerke bewirken 

und zu einer zellulären Reaktion führen (80,81,85,87). 

Die Gesamtzahl der funktionellen GPCRs im menschlichen Genom beträgt über 800, 

davon sind 342 funktionale nicht-olfaktorische GPCRs sowie 460 olfaktorische Rezeptoren 

bekannt (89). GPCRs in Wirbeltieren werden aufgrund ihrer Sequenz und strukturellen 

Ähnlichkeit üblicherweise in fünf Familien unterteilt: Rhodopsin (Familie A), Sekretin (Familie 

B), Glutamat (Familie C), Adhäsion und Frizzled/Taste2 (86,89). Die Rhodopsin-Familie ist bei 

weitem die größte und vielfältigste dieser Familien und die Mitglieder zeichnen sich durch 

konservierte Sequenzmotive aus, die auf gemeinsame strukturelle Merkmale und 

Aktivierungsmechanismen hindeuten (86,89). Sie besteht aus vier Hauptgruppen (α, β, γ und 

δ) (89). 

Trotz der Größe und Vielfalt der GPCR-Superfamilie interagieren diese Proteine mit einer 

relativ kleinen Anzahl von G-Proteinen, um intrazelluläre Signalkaskaden zu initiieren (81). Die 

klassische Aufgabe von GPCRs ist es, die Bindung von Agonisten mit der Aktivierung 

spezifischer heterotrimerer G-Proteine zu koppeln, was zur Modulation von nachgeschalteten 

Effektorproteinen führt (86,90). Als Reaktion auf eine Vielzahl von Reizen, beispielsweise 

durch Ionen, Hormone, Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter, organische Geruchsstoffe, 

Amine, Peptide, Proteine, Lipide, Nukleotide und sogar Photonen, regulieren diese 

Rezeptoren den Stoffwechsel, sekretorische Eigenschaften, elektrische Aktivität, die Form und 

die Motilität von praktisch allen Säugetierzellen (82–84,86,87,89,90). 



Einleitung 

 

16 
 

7TMR sind ein häufiges Ziel von Medikamenten, da ihre Signalaktivierung 

oder -inaktivierung viele physiologische Pfade beeinflusst (82,91). Sie sind beispielsweise bei 

der Behandlung von Herzfehlfunktionen, Asthma und Migräne von Bedeutung (87). 

1.2.2 Ablauf der Signalweiterleitung an GPCRs 

GPCRs können sowohl in einem aktiven, als auch einem inaktiven Zustand vorkommen, wobei 

die Bindung eines Liganden das dynamische Gleichgewicht verschieben kann (85). Bei einem 

aktiven Zustand besitzt der GPCR eine Konformation bei der er mit heterotrimeren 

G-Proteinen oder anderen Effektoren interagieren kann (80,92). Doch auch in Abwesenheit 

eines Liganden zeigen die meisten GPCRs ein Grundniveau an 

Guanosintriphosphat(GTP)-Austauschaktivität, was darauf hindeutet, dass es eine 

Gleichgewichtspopulation des Rezeptors ganz im Sinne des Massenwirkungsgesetzes in einer 

aktiven und inaktiven Form gibt (83).  

Bei einem inaktiven Zustand besitzen die GPCRs eine Konformation mit einer 

verschlossenen G-Protein-Bindungsoberfläche, die nicht in der Lage ist, den 

G-Protein-Nukleotidaustausch zu katalysieren (80). Verschiedene Liganden können den 

aktiven oder inaktiven Zustand fördern und werden nach dieser Fähigkeit in Agonisten, inverse 

Agonisten und Antagonisten unterteilt (85).  

Agonisten, die an GPCRs binden, fördern eine aktive Konformation, was zu einer 

verstärkten Signalwirkung führt (83,85,86). Umgekehrt hemmen inverse Agonisten die 

spontane basale Signalaktivität, indem sie eine inaktive Konformation der GPCRs stabilisieren 

(83,85,86). Antagonisten haben keinen Einfluss auf das dynamische Gleichgewicht zwischen 

der aktiven und inaktiven Konformation des GPCR, verhindern aber die Bindung sowohl von 

Agonisten als auch von inversen Agonisten (85,86). Die Agonistenbindung erhöht die Neigung 

zu intrazellulären Konformationsänderungen, die für die G-Protein-Bindung erforderlich sind, 

aber die Agonistenbindung allein ist nicht ausreichend, um eine aktive Konformation des 

gesamten Rezeptormoleküls vollständig zu stabilisieren (80,87). Erst nach Bindung eines 

G-Proteins, Arrestins oder konformationsspezifischen Antikörpers wird der vollständig aktive 

Zustand des Rezeptors zum dominanten Zustand (87). 

Der Rezeptor assoziiert entweder durch konstitutive Aktivität oder als Reaktion auf die 

Bindung eines Agonisten stärker mit dem G-Protein und wirkt als 

Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (81,83,85,90,92–94). Dies fördert die Freisetzung von 
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Guanosindiphosphat (GDP) und dessen Ersatz durch GTP, das in deutlich höheren zellulären 

Konzentrationen als GDP vorliegt (81,83,85,90,92,93). Durch die Aktivierung des Rezeptors 

werden Konformationsänderungen in den Rezeptoren und den assoziierten heterotrimeren 

G-Proteinen induziert, die zur Dissoziation der Gα-Untereinheit vom β/γ-Komplex führen, 

wodurch zwei funktionelle Untereinheiten (Gα und Gβγ) entstehen (81,83,85,92,93). Sowohl 

GTP-gebundenes Gα als auch freies Gβγ sind in der Lage, durch Interaktion mit 

nachgeschalteten Effektorproteinen, Signale zu initiieren und regulieren (81,83,85,92–94). 

Zusätzlich zur Signalisierung durch G-Proteine können GPCRs auch durch Arrestine 

Signale weiterleiten, die außerdem großen regulatorischen Einfluss auf die 7TMRs haben 

(Abbildung 7) (83). Durch ihre klassische Wirkung als Rezeptor-Entkopplungsmoleküle spielen 

β-Arrestine bei der Desensibilisierung der 7TMRs eine große Rolle (82,90,94). Zusätzlich 

steuern sie den Abbau von cAMP indem sie Phosphodiesterasen (PDE) an ligandenaktivierte 

Rezeptoren rekrutieren (94). Auch bei der Internalisierung vieler 7TMRs sind sie essenziell, da 

sie als Adaptoren fungieren, die für die Rekrutierung wichtiger Strukturkomponenten der 

Clathrin-beschichteten Pits an agonistisch aktivierte Rezeptoren benötigt werden (90,95).  
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Abbildung 7: Das Beispiel der Signalweiterleitung eines β2-AR. Der β2-AR kann Signale sowohl über Gαs als auch 
Gαi weiterleiten, die in der Lage sind die Adenylatzyklase zu aktivieren bzw. zu inhibieren. Die AC generiert cAMP, 
das die PKA aktiviert, die wiederum eine Vielzahl zellulärer Proteine reguliert, wie beispielsweise den 
L-Typ Ca2+-Kanal und den β2-AR selbst. Die cAMP-Konzentration wird durch spezifische PDEs vermindert. 
Außerdem führt die Aktivierung des β2-AR zur Phosphorylierung des GPCR durch die PKC und GRKs, was zur 
Bindung von Arrestin führt. Arrestin wiederum aktiviert Erk, verhindert die Aktivierung des β2-AR und führt zur 
Internalisierung des Rezeptors. Im Anschluss kann der Rezeptor entweder zurück in die Membran integriert 
werden oder im Lysosomen abgebaut werden. Außerdem ist in der Graphik in der linken unteren Ecke eine 
Klassifizierung für die Wirksamkeit verschiedener Liganden der GPCRs dargestellt. Die agonistenunabhängige 
Aktivität der GPCRs entspricht der basalen Aktivität. Während inverse Agonisten diese basale Aktivität 
vermindern, haben neutrale Antagonisten darauf keine Auswirkung. Partielle und volle Agonisten sind in der Lage, 
die Aktivität der GPCRs über die basale Aktivität hinaus zu steigern. β2-AR: β2-adrenerger Rezeptor, AC: 
Adenylatzyklase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, PKA: Proteinkinase A, PDE: Phosphodiesterase, 
GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor, PKC: Proteinkinase C, GRK: G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase, Erk: 
Extracellular-signal Regulated Kinases (86). 

Durch die Vermittlung einer Vielzahl von Rezeptor-Signalisierungs- und Regulationsprozessen 

haben β-Arrestine auch positiven Einfluss auf die 7TMRs (82,90). Sie sind sowohl in der Lage 

die Signale von mehreren Rezeptoreingängen zu empfangen, als auch die Signale an 

verschiedene Effektoren weiterzuleiten (82). β-Arrestine fungieren beispielsweise als 

multivalente Adaptorproteine, die eine Vielzahl von zytosolischen Proteinen an ihren Wirkort 

an der Plasmamembran rekrutieren und führen dadurch zur Entstehung neuer Signale von 

7TMRs (82,90,94). Sie dienen außerdem als Signalüberträger und verbinden die aktivierten 

Rezeptoren mit verschiedenen Signalwegen innerhalb der Zelle (82). Unter anderem 
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vermitteln sie Endozytose, aktivieren die MAP-Kinase Erk, tragen zur antiapoptotischen 

Signalweiterleitung bei und bewirken Chemotaxis und Zellmotilität (82,94,96). 

Um die Stärke der GPCR-Signale zu begrenzen und die Zelle in den nicht stimulierten 

Zustand zurückzubringen, um sie vor einer überschießenden Reaktion zu schützen, muss eine 

weitere Rezeptor-G-Protein-Kopplung verhindert werden und die bereits synthetisierten 

Second-Messenger-Moleküle müssen abgebaut werden (88,94). Der Prozess der 

Rezeptordesensibilisierung ist ein autoregulatorischer Prozess und beinhaltet mehrere 

Mechanismen, die in akute Reaktionen (Entkopplung) und chronische Reaktionen 

(Internalisierung und Herabregulation) unterteilt werden können und vom Ausmaß und der 

Dauer der Aktivierung abhängen (84,88,96,97).  

Der Prozess der Desensibilisierung kann sich von Zelle zu Zelle und von Gewebe zu 

Gewebe deutlich unterscheiden (88). Während die Agonisten-induzierte Desensibilisierung 

bzw. Entkopplung innerhalb von Sekunden bis Minuten eingeleitet wird, dauert es Stunden 

bis Tage bis zur Herabregulation des Rezeptors (84). Für die Initiierung der 

Rezeptordesensibilisierung spielt die Phosphorylierung des Rezeptors eine entscheidende 

Rolle (84). Sie ist ein effektiver Mechanismus zur Modulation der Ansprechbarkeit der 

rezeptorvermittelten Signaltransduktionskaskade (84).  

Für die Phosphorylierung des β2-AR sind beispielsweise die cAMP-abhängige 

Proteinkinase A (PKA) und transient auch G-Protein-gekoppelte Kinasen (GRKs), speziell GRK2, 

verantwortlich (Abbildung 7) (84,96,97). Durch die Phosphorylierung kommt es zur 

Rekrutierung und Bindung von zytosolischem β-Arrestin, das die Kopplung des Rezeptors an 

Gαs verhindert (88,97). Dies wiederum verhindert die Signalweiterleitung an die 

Adenylatzyklase, wodurch die Rezeptorfunktion eingeschränkt wird (84,88).  

Außerdem können durch die gerüstbildende Wirkung der β-Arrestine andere Proteine, 

wie z. B. die PDE4, in die Mikroumgebung des Rezeptors gebracht werden (88). PDEs sind eine 

Familie von Enzymen, die cAMP zu Nukleotid-5'-Monophosphat (5'-AMP) hydrolysieren, 

indem sie die Phosphodiesterbindung abbauen. Wird die PDE an den Rezeptor rekrutiert, 

reduziert sie den lokalen cAMP-Spiegel und beendet dadurch die Signalweiterleitung über den 

sekundären Botenstoff der vorherigen β2-AR-Stimulation (88,96). Diese einfache Form der 

Desensibilisierung ist ein vorübergehender Prozess und kann innerhalb von Minuten nach 

Entfernen des Agonisten wieder rückgängig gemacht werden (88). 
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1.2.3 G-Proteine  

Guanin-Nukleotid-bindende Proteine oder heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei 

Untereinheiten, α, β und γ, und werden durch ihre Gα-Untereinheiten identifiziert (81,85). Im 

menschlichen Genom gibt es 16 Gα-Gene, die für 23 bekannte Gα-Proteine kodieren (98). 

Basierend auf den Sequenz- und Funktionsähnlichkeiten werden die Gα-Proteine in vier 

Familien eingeteilt: Gαs, Gαi, Gαq und Gα12. 

In der Gαs-Familie gibt es zwei Mitglieder: Gαs (s steht für Stimulation) und Gαolf (olf 

steht für olfaktorisch). Während Gαs in den meisten Zelltypen exprimiert wird, wird Gαolf 

spezifisch in den olfaktorischen sensorischen Neuronen exprimiert.  

Die Gαi-Familie (i steht für Inhibition) ist die größte und vielfältigste Familie und umfasst 

Gαi1, Gαi2, Gαi3, Gαo, Gαt, Gαg und Gαz. Gαi-Proteine sind in den meisten Zelltypen 

nachgewiesen worden. Gαo wird stark in Neuronen exprimiert und hat zwei gespleißte 

Varianten: GαoA und GαoB. Gαt (t steht für Transducin) hat zwei Isoformen. Gαt1 wird in den 

Stäbchenzellen des Auges exprimiert, während Gαt2 in den Zapfenzellen des Auges 

vorkommt. Gαg (g steht für Gustducin) kann in Geschmacksrezeptorzellen gefunden werden. 

Gαz wird in neuronalen Geweben und in Blutplättchen exprimiert.  

Beim Menschen besteht die Gαq-Familie aus Gαq, Gα11, Gα14 und Gα16. Gαq und Gα11 

sind ubiquitär exprimiert, während die Expression von Gα14 und Gα16 stärker eingeschränkt 

ist. Gα14 wird hauptsächlich in der Niere, Lunge und Leber gefunden, während Gα16 

spezifisch in hämatopoetischen Zellen exprimiert wird. 

In der Gα12-Familie gibt es Gα12 und Gα13, die in den meisten Zelltypen exprimiert 

werden (85). 

In Abwesenheit einer Stimulation ist die Gα-Untereinheit GDP-gebunden und mit den 

β- und γ-Untereinheiten assoziiert (93). Die α-Untereinheit des G-Proteins kann zwischen 

einer inaktiven GDP-gebundenen Konformation, die für die Interaktion mit einem aktivierten 

Rezeptor vorbereitet ist, und einer aktiven GTP-gebundenen Konformation wechseln (81,98). 

Im aktiven Zustand ist sie in der Lage intrazelluläre Signalkaskaden als Reaktion auf die 

Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) durch extrazelluläre Stimuli zu 

modulieren (81,98). Effekte über Gαs-gekoppelte Rezeptoren stimulieren beispielsweise eine 

Vielzahl von entzündungshemmenden Effekten (86). 

Die Strukturen der Gα-Untereinheit offenbaren eine konservierte Proteinfaltung, die 

sich aus einer GTPase-Domäne und einer helikalen Domäne zusammensetzt. Die 
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GTPase-Domäne ist bei allen Mitgliedern der G-Protein-Superfamilie konserviert. Diese 

Domäne hydrolysiert GTP und stellt die Bindungsflächen für das Gβγ-Dimer, GPCRs und 

Effektorproteine bereit (81). Die helikale Domäne ist einzigartig für Gα-Proteine und besteht 

aus einem Bündel von sechs α-Helices, die einen Deckel über der Nukleotid-Bindungstasche 

bilden und gebundene Nukleotide im Kern des Proteins begraben (81). 

Die Aktivierung der Gαs-Untereinheiten führt zu einer anschließenden Stimulation von 

Adenylatzyklasen (ACs), die Adenosintriphosphat zu cAMP hydrolysieren und dessen 

intrazelluläre Konzentration erhöhen (99,100). Es gibt neun verschiedene 

membrangebundene Isoformen und eine lösliche Isoform der Klasse III AC, die alle durch Gαs 

aktiviert werden (96,101). Gαi-Proteine hingegen können bestimmte Isotypen von 

Adenylatzyklasen hemmen, was zu reduzierten intrazellulären cAMP-Spiegeln führt (85). Als 

sekundärer Botenstoff ist cAMP von entscheidender Bedeutung bei der Regulation einer 

Vielzahl von biologischen Reaktionen im Menschen (39). Hierzu gehören unter anderem 

Entzündungsprozesse, Apoptose und der Lipidstoffwechsel (39,99). Vor allem bei der 

Signaltransduktion über Rezeptoren für Histamin, Prostaglandin und 

N-Methyl-D-Asparaginsäure sowie α- und β-adrenerge Rezeptoren ist cAMP der wichtigste 

Botenstoff (39).  

Die intrinsische Guanosintriphosphatase(GTPase)-Aktivität der Gα-Untereinheit bewirkt 

die Hydrolyse von GTP zu GDP, wodurch die Gα-Untereinheit in ihren inaktiven Zustand 

zurückkehrt (Abbildung 8) (85,92,93,98). Es kommt zur Reassoziation der Gα-GDP- und 

Gβγ-Untereinheiten sowie zur Beendigung der Signalweiterleitung (85,92,93). 

GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) (wie z. B. RGS-Proteine) binden an Gα, um die intrinsisch 

geringe GTPase-Aktivität der Gα-Untereinheit zu beschleunigen (85). 
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Abbildung 8: Kreislauf der G-Protein-Konformation bei Rezeptoraktivierung. Das inaktive GDP-gebundene 
heterotrimere G-Protein kann durch die Interaktion mit einem GPCR aktiviert werden, was den Austausch des 
GDP durch GTP bewirkt. Die GTP-gebundene Gα-Untereinheit löst sich vom Gβγ-Komplex und beide können 
daraufhin Signalwege aktivieren. Durch die intrinsische GTPase-Aktivität der Gα-Untereinheit wird das GTP 
hydrolysiert. Dieser Vorgang wird durch RGS-Proteine beschleunigt. Das GDP-gebundene Gα kann mit dem 
Gβγ-Komplex reassoziieren und die Signalweiterleitung durch das G-Protein wird beendet. GDP: 
Guanosindiphosphat, GTP: Guanosintriphosphat, GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor, RGS: Regulators of 
G-Protein Signaling (93). 

Während die α-Untereinheit des G-Proteins einzeln abgespalten werden kann, sind die β- und 

γ-Untereinheiten eng miteinander verbunden und können als eine Funktionseinheit 

betrachtet werden (Abb. 7) (85). Sowohl GTP-gebundenes Gα als auch freies Gβγ sind in der 

Lage, Signale durch Interaktion mit nachgeschalteten Effektorproteinen zu initiieren (98). 

Gβγ-Dimere sind eine ubiquitär exprimierte Familie von Proteinen, von denen fünf 

verschiedene β- und 12 γ-Untereinheiten beschrieben wurden (85,93,102). Gβ1, Gβ2, Gβ3 und 

Gβ4 haben hohe Sequenzähnlichkeiten (zwischen 80 und 90 %), während Gβ5 zu ungefähr 

50 % mit den anderen Gβ-Untereinheiten übereinstimmt (85).  

Gβγ-Untereinheiten interagieren mit Rezeptoren, Gα-Untereinheiten, Effektoren und 

regulatorischen Enzymen wie GRKs, weshalb sie eine wichtige Rolle bei der Signalübertragung 

von GPCRs spielen und ihre Funktionen nahezu jeden Aspekt der Zell-, Gewebe- und 

Organphysiologie abdecken (102). Gβγ kann beispielsweise Kir3-Kanäle, spannungsabhängige 

Ca2+-Kanäle, Adenylatzyklase-Isoformen, Phospholipase C, Phosphoinositid 3 Kinasen und 

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen regulieren (102). Durch Reassoziation mit Gα-GDP wird die 

Gβγ-Signalweiterleitung beendet (85). 

Relativ wenige Arten von G-Proteinen leiten Signale von einer riesigen Anzahl von GPCRs 

weiter und so muss jedes Mitglied der G-Protein-Familie in der Lage sein, mit vielen 
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verschiedenen Rezeptoren zu interagieren (81). Außerdem können viele Rezeptoren mehrere 

G-Protein-Signalwege aktivieren (81). Zahlreiche Faktoren können die Kinetik der 

G-Protein-Aktivierung beeinflussen, darunter Liganden-, Rezeptor- und G-Protein-Affinitäten, 

intrazelluläre Proteinkonzentrationen und die Kinetik der Rezeptor-Deaktivierung (81). 

1.2.4 β2-AR 

β-Adrenozeptoren (β-AR) werden in 3 verschiedene Gruppen unterteilt. Zwischen den 

sogenannten β1-, β2- und β3-Rezeptoren besteht eine 65 %ige bis 70 %ige Homologie. Sie 

können klassischerweise in der Herzmuskulatur, der glatten Muskulatur der Atemwege und 

im Fettgewebe identifiziert werden (88). 

Traditionell wird die Rolle des β2-AR darin gesehen, die Aktivierung der Adenylatzyklase 

über die Kopplung an Gαs zu bewirken (97). Durch cAMP und die PKA werden auf diese Weise 

weitgehend hemmende Signale auf Zellen des Immunsystems ausgeübt und damit 

antiinflammatorische Signalweiterleitungen induziert (96,100). Inzwischen ist bekannt, dass 

die Signalgebung über β2-ARs viel komplexer ist und zusätzliche Signaltransduktionswege 

aktivieren kann, die hemmende und/oder verstärkende Effekte auf Zellfunktionen ausüben 

können (96). 

1.2.5 Gαs-zu-Gαi-Umschaltung 

Durch Agonistenbindung an den β2-AR kommt es zur Aktivierung des Gαs-Signalweges, was 

über die Aktivierung der Adenylatzyklase zu einem Anstieg des intrazellulären cAMP führt 

(Abbildung 9) (100). Dies wiederum aktiviert die PKA, die den mit dem Agonisten besetzen 

Rezeptor phosphoryliert (56,100). Dies ist ein wichtiger regulatorischer Faktor für den β-AR, 

da die Verringerung der Effizienz der Rezeptor-Kopplung an Gαs zu einer Desensibilisierung 

führt, wodurch die cAMP-Produktion reduziert wird (100).  
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Abbildung 9: Gαs-zu-Gαi-Umschaltung am β2-AR. In der oberen Abbildung (A) ist dargestellt, wie durch den 
β-AR-Agonisten eine Aktivierung der Adenylatzyklase über Gαs induziert wird. In der Folge wird die 
cAMP-Konzentration gesteigert. Dies führt zur Initiierung antiinflammatorischer Signale und der Aktivierung der 
PKA, die den Rezeptor phosphoryliert. Im unteren Bild (B) ist die Signalweiterleitung des β2-AR nach der 
Gαs-zu-Gαi-Umschaltung dargestellt. Nachdem PDE4 und β-Arrestin gemeinsam an den durch die PKA 
phosphorylierten Rezeptor gebunden haben ist die Affinität des β-AR zu Gαs verringert und zu Gαi verstärkt. Diese 
Umschaltung bewirkt eine proinflammatorische Signalweiterleitung und cAMP wird nicht mehr gebildet. β-AR: 
β-adrenerger Rezeptor, AC: Adenylatzyklase, PKA: Proteinkinase A, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, 
PDE4: Phosphodiesterase 4, MAPK: Mitogenaktivierte Proteinkinase. 

Außerdem kann es zu einer Umschaltung der Signalkaskade kommen. Hierbei wechselt der 

Rezeptor nach der Phosphorylierung durch die PKA aufgrund einer Konformationsänderung 

seine Kopplungsspezifität von Gαs zu Gαi (Abbildung 9) (100). Entscheidend für diese 

Umschaltung ist die gemeinsame Bindung von PDE4 und β-Arrestin an den phosphorylierten 

Rezeptor (97,103). Die induzierte Gαi-Bindung verhindert, genauso wie die reduzierte 

Gαs-Bindung, die Bildung von cAMP (96,100). Außerdem führt die Kopplung an Gαi zur 

Signalweiterleitung über verschiedene meist proinflammatorische Signalwege wie 

beispielsweise der Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-Src und dem G-Protein Ras und 

MAP-Kinasen (97,100).  

Die drei wichtigsten Mitglieder der MAPK-Familie sind die extrazellulären 

signalregulierten Kinasen (Erks) 1 und 2, die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKs) 1, 2 und 3 sowie 

die p38-Isoformen α, β, γ und δ (104). Die MAPK-Signalwege spielen eine Schlüsselrolle bei 

der Regulation mehrerer grundlegender Prozesse, einschließlich Zellwachstum, -entwicklung, 

-differenzierung und Apoptose (104). 
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Diese Umschaltung des kanonischen, antiinflammatorischen Signalweges über Gαs zu 

einem proinflammatorischen Signalweg über Gαi konnte beim β2-AR mehrfach beobachtet 

werden, wie beispielsweise bei Immunzellen unter entzündlichen Bedingungen oder 

gemischten synovialen Zellen der RA-Patienten (96,103,105). Beim Auftreten dieser 

Umschaltung kam es bei gemischten synovialen Zellen der RA-Patienten unter Hypoxie durch 

Gαs-Agonisten unerwarteterweise zu einer Erhöhung des TNF, bei Hemmung des 

Gαs-gekoppelten Rezeptors zu einer verminderten TNF-Freisetzung (103).  

Auch die Behandlung der Zellen mit Rolipram (PDE4-Inhibitor), oder Rolipram 

zusammen mit einem Gαs-Agonisten erhöhten die TNF-Konzentration (103). Außerdem 

bewirkte die Behandlung der Zellen mit Gαs-Agonisten oder deren Kombination mit Rolipram 

eine erhöhte pErk1/2-Expression (103). Die Tatsache, dass diese Effekte durch Behandlung der 

Zellen mit Pertussis-Toxin (Gαi-Inhibitor) und H89 (PKA-Inhibitor) umgekehrt werden konnten, 

entspricht hierbei der Hypothese der Gαs-zu-Gαi-Umschaltung mit proinflammatorischen 

Auswirkungen (103). Zuvor konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass kanonische 

Gαs-Agonisten wie Noradrenalin die proinflammatorische Zytokinsekretion von Zellen des 

entzündeten Gewebes der RA-Patienten kaum verringern oder nicht hemmen (5). 

Ähnliches wie bei den synovialen Zellen der RA-Patienten konnte auch bei Monozyten 

nach einer Verbrennungsverletzung beobachtet werden. Auch hier hatten typische 

Gαs-gekoppelte Rezeptoragonisten keine antiinflammatorische, sondern eine 

proinflammatorische Wirkung, die sich ebenfalls durch TNF-Sekretion nachweisen ließ (105). 

In dieser Studie war H89 ebenfalls dazu in der Lage die proinflammatorischen Effekte 

umzukehren (105). 

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung wie zuvor 

beschrieben stattfindet und zu proinflammatorischen Effekten führt (103,105). Die Erkenntnis 

über die Umschaltung und die daraus resultierenden Folgen können bisher ungeklärte bzw. 

entgegen den Erwartungen verlaufende Signalkaskaden erklären und fehlende therapeutische 

Effekte von Medikamenten, wie zum Beispiel Apremilast bei RA, erklären (103). Apremilast ist 

ein Phosphodiesterase-Hemmer, der bei der Behandlung von Psoriasis-Arthritis wirksam ist 

und Anzeichen und Symptome sowie die körperliche Funktion verbessert. Apremilast zeigte 

ein akzeptables Sicherheitsprofil und ist im Allgemeinen gut verträglich (106–108). Obwohl 

ähnliche Ergebnisse wie bei der Psoriasis-Arthritis auch bei RA erwartet wurden, konnte bei 

dieser Krankheit keine Wirksamkeit nachgewiesen werden (106,107). 
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Außerdem wird davon ausgegangen, dass durch eine Blockade der PDE4/β-Arrestin 

Interaktion, also der Unterbindung der Umschaltung, eine antiinflammatorische Wirkung 

erzielt werden könnte, besonders in Kombination mit Gαs-Agonisten (103). 

1.3 Ziel der Arbeit 

Aufgrund vorangegangener Forschung ist bekannt, dass es bei verschiedenen Erkrankungen 

im Rahmen eines Desensibilisierungsvorganges zu einer Umschaltung von einer kanonischen 

antiinflammatorischen Gαs- zu einer proinflammatorischen Gαi-Signalweiterleitung am 

β2-adrenergen Rezeptor kommt (96,97,103,105). Auch für die hier behandelte Zielkrankheit 

der RA wurde diese Umschaltung bereits in gemischten synovialen Zellen nachgewiesen (103). 

Dabei wurde jedoch nicht weiter untersucht, welche Zelltypen der gemischten synovialen 

Zellen an der Umschaltung beteiligt waren bzw. durch sie beeinflusst wurden. Während die 

Rolle der Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen noch zu untersuchen ist, wird in dieser Arbeit 

detailliert auf Fibroblasten eingegangen. Verglichen werden synoviale Fibroblasten aus dem 

Kniegelenk sowie stromale Fibroblasten aus den inguinalen Lymphknoten.  

Die gemischten synovialen Zellen aus den vorangegangenen Studien wurden aus 

Synovialgewebe isoliert, das beim Einsetzen einer Knie-Totalendoprothese gewonnen wurde. 

Zum Zeitpunkt der Durchführung einer derartigen Operation leiden die meisten Patienten 

bereits seit vielen Jahren unter RA. Nachdem gezeigt werden konnte, dass bei diesen 

Patienten eine Umschaltung der Signalweiterleitung von Gαs zu Gαi stattgefunden hatte, galt 

es im nächsten Schritt zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt der RA diese Umschaltung 

erstmals auftritt.  

Aus anderen Arbeiten war bereits bekannt, dass es schon in frühen Phasen der 

Erkrankung zu Veränderungen der Zellaktivität und dem Zytokinmilieu bei RA-Patienten 

kommt und auch in den verschiedenen Phasen der Erkrankung immer wieder Veränderungen 

auftreten können (40,109). Es wurden nicht nur bei RA-Patienten in einer frühen Phase der 

Erkrankung Veränderungen nachgewiesen, sondern auch bei Autoantikörper-positiven 

Risikopatienten bereits vor Ausbruch der Krankheit, wie beispielsweise eine gesteigerte 

Immunzellaktivierung und Veränderungen der B-Zell-Populationen in den Lymphknoten 

(110,111). Um den Einfluss des zeitlichen Verlaufs der RA-Erkrankung auf eine Umschaltung 

von Gαs zu Gαi zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit Fibroblasten von Patienten in 

verschiedenen Phasen der Erkrankung verglichen.  
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Die Negativkontrolle bilden gesunde Probanden. Diese wurden mit ACPA-positiven 

Risikopatienten ohne diagnostizierte RA verglichen und mit RA-Patienten kurz nach 

Diagnosestellung noch vor der Behandlung mit DMARDs. Die Positivkontrolle stellen Patienten 

mit langjähriger RA dar, die damit dem Zeitpunkt der früheren Studien entsprechen. Es sollte 

untersucht werden, ab wann erstmals Veränderungen in der Signalweiterleitung auftreten 

und ab wann eine Umschaltung vom kanonischen antiinflammatorischen Gαs- zu einem 

proinflammatorischen Gαi-Signal detektiert werden kann. 

Ziel dieser Arbeit war es, eine Umschaltung des Gαs- zu Gαi-Signalweges in Fibroblasten 

nachzuweisen. Darüber hinaus sollte vor allem auf Proteinebene im Verlauf der 

Krankheitsentstehung der RA dieser Vorgang genauer untersucht und charakterisiert werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Verbrauchsmaterialen 

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Aspirationspipette (2, 5 ml) Corning; New York, USA 

Behälter für flüssigen Stickstoff KGW-Isotherm; Karlsruhe, Deutschland 

Combitips (10 ml) Eppendorf; Hamburg, Deutschland 

Deckgläschen (25 mm Durchmesser) Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Deckgläschen für Zählkammer Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Deckgläser (24x40 mm) Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland 

Einfriergefäße CryoTube Vials Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Einwegskalpell Feather; Osaka, Japan 

High Profile Microtome Blades Leica Biosystems; Nußloch, Deutschland 

Nadeln (0,4 mm x 19 mm) Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA 

Neubauer Zählkammer 0,0025 mm2 Marienfeld Superior; Lauda-Königshofen, 

Deutschland 

Objektträger Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 µl) Sarstedt; Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen 5000 µl Eppendorf; Hamburg, Deutschland 

Reagenzreservoirs VWR; Radnor, USA 

Reaktionsgefäß (15, 50 ml) Corning; New York, USA 

SafeSeal SurPhob Spitzen (10, 20, 200, 300, 

1000 µl) 

Biozym Scientific; Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Shandon Filter Cards Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Spritze (10 ml) Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA 

Spritzenfilter (0,22 µm) TPP; Trasadingen, Schweiz 

Stripette Costar (5, 10, 25, 50 ml) Corning; New York, USA  

TC-Schale 100, Standard Sarstedt; Nümbrecht, Deutschland 
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Urinbecher Sarstedt; Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturfalsche (25, 75, 175 cm2, jeweils 

mit Filter) 

Sarstedt; Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 Wells) Corning; New York, USA 

Zellsieb (70 µm) Greiner Bio-One; Kremsmünster, Österreich 

 

2.1.2 Reagenzien 

Tabelle 2: Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

1-Step Ultra TMB-ELISA Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

2-Propanol 70 % B. Braun; Melsungen, Deutschland 

Albumin (BSA) Fraction V AppliChem; Darmstadt, Germany 

Ciprofloxacin Kabi Infusionslösung 

200 mg/100 ml 

Fresenius Kabi; Bad Homburg vor der Höhe, 

Deutschland 

D(+)-Saccharose VWR; Radnor, USA 

DAPI Invitrogen; Carlsbad, USA 

DMEM, low glucose, pyruvate Gibco by life technologies; Carlsbad, USA 

DMSO Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland 

DNA-Exitus Plus AppliChem; Darmstadt, Germany 

DPBS, no calcium, no magnesium Gibco by life technologies; Carlsbad, USA 

Erythrozyten-Lysepuffer Qiagen; Hilden, Deutschland 

Esel-Serum Equitech-Bio; Kerrville, USA 

Ethanol Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

Fetal Bovine Serum, Research Grade Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

Fluorescence Mounting Medium Dako; Glostrup, Dänemark 

Formalin Merck; Darmstadt, Germany 

FuGENE 6 Transfektionsreagenz Promega; Madison, USA 

Glutamin Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

Ham's F-12 Nutrient Mix Gibco by life technologies; Carlsbad, USA 

HEPES-Puffer Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 
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Hexadimethrinbromid Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

Humanes Fibronektin PromoCell; Heidelberg, Deutschland 

Incidin OxyWipe S Ecolab; Saint Paul, USA 

KCl 5 mM Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

Kohlensäure-Bikarbonat-Puffer-Tabletten Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

LB Agar (Lennox) Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland 

LB Broth (Lennox) Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland 

Liberase TM Research Grade Purified 

Enzyme Blends 

Roche; Basel, Schweiz 

Lipofectamine 2000 Transfektionsreagenz Invitrogen; Carlsbad, USA 

Lipofectamine 3000 Transfektionsreagenz Invitrogen; Carlsbad, USA 

Luminex Drive Fluid Luminex Corporation; Austin, USA 

MgCl2 2 mM Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

NaCl 140 mM Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

Natronlauge Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland 

Opti-MEM, Reduced Serum Medium Gibco by life technologies; Carlsbad, USA 

PBS-Tabletten Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

pMD2.G Addgene; Watertown, USA 

PolyFect Transfektionsreagenz Qiagen; Hilden, Deutschland 

psPAX2 Addgene; Watertown, USA 

Puromycin Dihydrochlorid Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland 

Recombinant Human FGF basic/FGF2/bFGF 

(157 aa) Protein 

R & D Systems; Minneapolis, USA 

RNAlater Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

Schwefelsäure Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

SOC-Medium New England Biolabs; Ipswich, USA 

Tissue-Tek Sakura; Alphen aan den Rijn, Niederlande 

Triton X-100 Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 

Trypanblau Sigma-Aldrich; St. Louis, USA-Aldrich 
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Trypsin EDTA Lösung Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

Tween 20 Merck; Darmstadt, Germany 

Vitrogen Collagen Cohesion Technologies; Palo Alto, USA 

X-tremeGENE 9 DNA-Transfektionsreagenz Roche; Basel, Schweiz 

Ziegen-Serum Sigma-Aldrich; St. Louis, USA 

 

2.1.3 Stimulanzien 

Tabelle 3: Stimulanzien 

Reagenzien Wirkung Konzentration/ 

Molarität 

Gelöst 

in 

Hersteller 

CCG215022 GRK2/5-Inhibitor 10-7 M DMSO Hycultec; 

Beutelsbach, 

Deutschland 

CMPD101 GRK2/3-Inhibitor 10-8 M DMSO Tocris 

Bioscience; 

Bristol, 

Vereinigtes 

Königreich 

Dibutyryl-cAMP Zellgängiges Analogon 

des cAMP, PKA-Aktivator, 

PDE-Inhibitor 

10-4 M H2O Tocris 

Bioscience; 

Bristol, 

Vereinigtes 

Königreich 

Isoprenalin 

Hydrochlorid 

Β-AR-Agonist 10-5 M H2O Sigma-Aldrich; 

St. Louis, USA 

Formoterol 

Hemifumarat 

Β-AR-Agonist 10-7 M DMSO Tocris 

Bioscience; 

Bristol, 

Vereinigtes 

Königreich 
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H89 

Dihydrochlorid 

PKA-Inhibitor 10-5 M H2O Tocris 

Bioscience; 

Bristol, 

Vereinigtes 

Königreich 

NKH 477 Adenylatzyklase-Aktivator 10-6 M H2O Tocris 

Bioscience; 

Bristol, 

Vereinigtes 

Königreich 

Pertussis-Toxin Gαi-Inhibitor 100 ng/ml H2O Tocris 

Bioscience; 

Bristol, 

Vereinigtes 

Königreich 

Rekombinantes 

humanes IL-1β 

Entzündungsmediator 20 pg/ml H2O PeproTech; 

Rocky Hill, 

USA 

 

2.1.4 Antikörper 

2.1.4.1 Antikörper für immunhistologische Färbungen 

Tabelle 4: Antikörper für immunhistologische Färbungen 

Antikörper Wirt Klonalität Konzentration Hersteller 

Anti-beta 2 

Adrenergic 

Receptor 

Kaninchen monoclonal 0,512 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-G protein 

alpha inhibitor 1 

Kaninchen polyclonal 3 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-G protein 

alpha inhibitor 2 

Kaninchen monoclonal 2,05 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 
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Anti-G protein 

alpha S 

Kaninchen polyclonal 30,4 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-GRK2 Kaninchen polyclonal 4,45 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-GRK5 Kaninchen polyclonal 2 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-GRK6 Kaninchen polyclonal 2,86 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-PDE4 Kaninchen polyclonal 1,24 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-Beta 

Arrestin 2 

Maus monoclonal 5 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Anti-KCNQ1 Maus monoclonal 8 µg/ml Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

 

2.1.4.2 Antikörper für Cell-based ELISA 

Tabelle 5: Antikörper für Cell-based ELISA 

Primärantikörper Wirt Klonalität Konzentration Hersteller 

Anti-CEBP Beta 

(phospho T235 + T188) 

Kaninchen polyclonal 0,125/1,25 µg/ml Abcam; 

Cambridge, 

Vereinigtes 

Königreich 

Anti-CREB 

(phospho S133) [E113] 

Kaninchen monoclonal 4,095 µg/ml Abcam; 

Cambridge, 

Vereinigtes 

Königreich 

Phospho-c-Jun (Ser63) 

(E6I7P) XP 

Kaninchen monoclonal 0,5 µg/ml Cell Signaling 

Technology; 

Danvers, USA 

Phospho-c-Jun (Ser73) 

(D47G9) XP 

Kaninchen monoclonal 0,67 µg/ml Cell Signaling 

Technology; 

Danvers, USA 
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Phospho-NF-кB p65 

(Ser536) (93H1) 

Kaninchen monoclonal 0,285 µg/ml Cell Signaling 

Technology; 

Danvers, USA 

Phospho-p44/42 

MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204) 

(D13.14.4E) XP  

Kaninchen monoclonal 0,772 µg/ml Cell Signaling 

Technology; 

Danvers, USA 

 

Tabelle 6: Isotypenkontroll-Antikörper 

Isotypenkontroll-Antikörper Klonalität Hersteller 

Mouse IgG1 monoclonal Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Mouse IgG2a monoclonal Dako; Glostrup, Dänemark 

Rabbit IgG monoclonal Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

Rabbit IgG polyclonal Abcam; Cambridge, 

Vereinigtes Königreich 

 

Tabelle 7: Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Konjugat Klonalität Konzentration Hersteller 

Donkey anti-Rabbit 

IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody 

Alexa Fluor 594 polyclonal 4 µg/ml Thermo Fisher 

Scientific; 

Waltham, USA 

F(ab')2-Goat anti-

Mouse IgG (H+L) 

Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody 

Alexa Fluor 488 polyclonal 4 µg/ml Thermo Fisher 

Scientific; 

Waltham, USA 

F(ab')2-Goat anti-

Rabbit IgG (H+L) 

Alexa Fluor 488 polyclonal 4 µg/ml Thermo Fisher 

Scientific; 

Waltham, USA 
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Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody 

Goat anti-Rabbit IgG 

(H+L) Poly-HRP 

Secondary Antibody 

HRP polyclonal 0,5 µg/ml Thermo Fisher 

Scientific; 

Waltham, USA 

 

2.1.5 Kits 

Tabelle 8: Kits 

Kits Hersteller 

Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies; Santa Clara, USA 

ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-21 BioLegend; San Diego, USA 

Human BMP-2 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human BMP-6 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human CCL2/MCP-1 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human CXCL12/SDF-1 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human Dermal Fibroblast Nucleofector Kit Lonza; Basel, Schweiz 

Human Gas1 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human IL-12 p70 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human IL-1ra/IL-1F3 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human IL-33 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human IL-6 ELISA Set Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA 

Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human Magnetic Luminex Assay R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human Osteoprotegerin/TNFRSF11B 

DuoSet ELISA 

R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human Serpin E1/PAI-1 DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

Human VEGF-C DuoSet ELISA R & D Systems; Minneapolis, USA 

MAGPIX Calibration Kit Luminex Corporation; Austin, USA 

MAGPIX Performance Verification Kit Luminex Corporation; Austin, USA 

Plasmid Maxi Kit Qiagen; Hilden, Deutschland 
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Proteome Profiler Human Cytokine Array 

Kit 

R & D Systems; Minneapolis, USA 

RNeasy Mini Kit Qiagen; Hilden, Deutschland 

 

2.1.6 Zellen 

Tabelle 9: Zellen 

Bezeichnung Zellart Quelle 

DH5α E. coli Thermo Fisher Scientific; 

Waltham, USA 

FLN Stromale Fibroblasten aus 

inguinalen Lymphknoten 

Kooperation mit dem 

Academic Medical Center 

der University of 

Amsterdam; Amsterdam, 

Niederlande 

HEK-293T Menschliche embryonale 

Nierenzelle 

American Type Culture 

Collection; Manassas, USA 

RA-Fibroblasten Synoviale Fibroblasten aus 

dem Synovialgewebe des 

Kniegelenks von 

RA-Patienten 

Kooperation mit dem 

Asklepios Klinikum Bad 

Abbach; Bad Abbach, 

Deutschland 

 

2.1.7 Geräte 

Tabelle 10: Geräte 

Geräte Hersteller 

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies; Santa Clara, USA 

Autoklav VX-150 Systec; Linden, Deutschland 

Axiovision Fluoreszenz Mikroskop Carl Zeiss; Oberkochen, Deutschland 

Brutschrank Celligence SP Heraeus; Hanau, Deutschland 

Digitalkamera D5100 Nikon; Minato, Japan 

Eismaschine ZBE 70-35 ZIEGRA; Isernhagen, Deutschland 

Feinwaage PLE 200-3 Kern & Sohn; Balingen, Deutschland 
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Gefrierschrank -20 °C Liebherr; Bulle FR, Schweiz 

Gefrierschrank -80 °C Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Gyro-Rocker Inkubator S170 Stuart; Staffordshire, Vereinigtes Königreich 

Hypoxie Inkubator Galaxy 14 S Eppendorf; Hamburg, Deutschland 

Imaging System ChemiDoc XRS+ Bio-Rad; Hercules, USA 

iMark Microplate Absorbance Reader Bio-Rad; Hercules, USA 

Kryotom Leica Biosystems; Nußloch, Deutschland 

Kühlschrank 4 °C Liebherr; Bulle FR, Schweiz 

MAGPIX Luminex Corporation; Austin, USA 

Mehrkanalpipetten (50, 300 µl) Brand; Wertheim, Deutschland 

Mikro Zentrifuge Kisker; Steinfurt, Deutschland 

Mikro Zentrifuge Sprout Kisker; Steinfurt, Deutschland 

Mikroskop Primo Vert Carl Zeiss; Oberkochen, Deutschland 

NanoDrop 2.000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Nucleofector 2b Device Lonza; Basel, Schweiz 

Pipetboy Accu-Jet Pro Brand; Wertheim, Deutschland 

Pipette (5000 µl) Sartorius; Göttingen, Deutschland 

Pipetten (10, 100, 200, 1000 µl) Eppendorf; Hamburg, Deutschland 

Schüttelgerät Titramax 1000 Heidolph; Schwabach, Deutschland 

Shandon Cytospin3 Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Sicherheitswerkbank Safe 2020 Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA 

Vakuumpumpe KNF Neuberger; Freiburg, Deutschland 

Vortex-Genie Bender & Hobein AG; Zürich, Schweiz 

Wasserbad W6 Labortechnik Medingen; Arnsdorf, 

Deutschland 

Zeiss Observer Z.1 Carl Zeiss; Oberkochen, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus; Hanau, Deutschland 

Zentrifuge Rotina 420R Hettich; Tuttlingen, Deutschland 
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2.1.8 Programme 

Tabelle 11: Programme 

Programm Verwendung Hersteller 

2100 Expert Software Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies; 

Santa Clara, USA 

Axio Vision Rel. 4.8 Axiovision Fluoreszenz 

Mikroskop 

Carl Zeiss; Oberkochen, 

Deutschland 

CorelDRAW X8 Graphenbearbeitung Corel; Ottawa, Kanada 

Image Lab Imaging System ChemiDoc 

XRS+ 

Bio-Rad; Hercules, USA 

ImageJ Datenauswertung Open Source 

Microplate Manager 6 iMark Microplate Absorbance 

Reader 

Bio-Rad; Hercules, USA 

Microsoft Office Datenauswertung Microsoft, Redmond, USA 

NanoDrop 2000 NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific; 

Waltham, USA 

SigmaPlot 13.0 Datenauswertung Systat Software GmbH, 

Erkrath, Deutschland 

xPONENT Software MAGPIX Luminex Corporation; 

Austin, USA 

ZEN Imaging Software Zeiss Observer Z.1 Carl Zeiss; Oberkochen, 

Deutschland 

 

2.1.9 Lösungen 

2.1.9.1 Lösungen für die Zellkultur 

Tabelle 12: Saccharose-Lösung 

Bestandteile Menge/Volumen 

Saccharose 2,5 g 

PBS 12,5 ml 
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Tabelle 13: Liberase 

Bestandteile Menge/Volumen 

Lyophilisat 50 mg 

Aqua dest. 10 ml 

PBS 10 ml 

 

Tabelle 14: Vollmedium RA-Zellen 

Bestandteile Menge/Volumen 

RPMI-1640 Medium 500 ml 

FBS (hitzeinaktiviert für 

10 min bei 42 °C) 

50 ml 

L-Glutamin 10 ml 

Penicillin/Streptomycin 5 ml 

HEPES-Puffer 5 ml 

Ciprofloxacin 2 ml 

 

Tabelle 15: Vollmedium FLN 

Bestandteile Menge/Volumen 

DMEM 500 ml 

FBS (hitzeinaktiviert für 

10 min bei 42 °C) 

50 ml 

L-Glutamin 5 ml 

Penicillin/Streptomycin 5 ml 

HEPES-Puffer 5 ml 

Ciprofloxacin 2 ml 

bFGF 500 ng 
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Tabelle 16: Stimulationsmedium RA-Zellen 

Bestandteile Menge/Volumen 

RPMI-1640 Medium 500 ml 

FBS (hitzeinaktiviert für 

10 min bei 42 °C) 

10 ml 

L-Glutamin 10 ml 

Penicillin/Streptomycin 5 ml 

HEPES-Puffer 5 ml 

 

Tabelle 17: Stimulationsmedium FLN 

Bestandteile Menge/Volumen 

DMEM 500 ml 

FBS (hitzeinaktiviert für 

10 min bei 42 °C) 

10 ml 

L-Glutamin 5 ml 

Penicillin/Streptomycin 5 ml 

HEPES-Puffer 5 ml 

 

Tabelle 18: Einfriermedium RA-Zellen 

Bestandteile Menge/Volumen 

FBS 80 % 

DMSO 10 % 

Vollmedium RA-Zellen 10 % 

 

Tabelle 19: Einfriermedium FLN 

Bestandteile Menge/Volumen 

Vollmedium FLN 40 % 

DMSO 40 % 

FBS 20 % 
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2.1.9.2 Lösungen für immunhistologische Färbungen 

Tabelle 20: 10 x PBS 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS-Tabletten 5 Stück 

Aqua dest. 1 L 

 

Tabelle 21: Waschpuffer, PBS mit 0,3 % Triton X 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS 2 L 

Triton X 6 ml 

 

Tabelle 22: Blockierlösung histologische Färbungen (Ziegen-Antikörper) 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS mit 0,3 % Triton X 35 ml 

Ziegen-Serum 5 ml 

FBS 5 ml 

BSA 5 g 

 

Tabelle 23: Blockierlösung histologische Färbungen (Esel-Antikörper) 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS mit 0,3 % Triton X 35 ml 

Esel-Serum 5 ml 

FBS 5 ml 

BSA 5 g 
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Tabelle 24: Blockierlösung histologische Färbungen (Doppelfärbung Esel- und Ziegen-Antikörper) 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS mit 0,3 % Triton X 30 ml 

Esel-Serum 5 ml 

Ziegen-Serum 5 ml 

FBS 5 ml 

BSA 5 g 

 

Tabelle 25: Verdünnungslösung histologische Färbungen 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS mit 0,3 % Triton X 45 ml 

BSA 5 g 

 

2.1.9.3 Lösungen für ELISA und Cell-based ELISA 

Tabelle 26: Waschpuffer ELISA und Cell-based ELISA 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS 2 L 

Tween 20 1 ml 

 

Tabelle 27: Blockierlösung Cell-based ELISA 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS mit 0,3 % Triton X 49,5 ml 

BSA 0,5 g 

 

Tabelle 28: Verdünnungslösung Cell-based ELISA, PBS mit 0,3 % Triton X 

Bestandteile Menge/Volumen 

PBS 2 L 

Triton X 6 ml 
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2.1.9.4 Lösungen für Transfektionen und Transduktion mit Epac-abhängigem 

FRET-Sensor 

Tabelle 29: Coating-Medium 

Bestandteile Menge/Volumen 

Ham's F-12 Nutrient Mix 97 ml 

Humanes Fibronektin 1 ml 

Penicillin/Streptomycin 1 ml 

Collagen 333 µl 

BSA (75 mg/ml) 50 µl 

 

Tabelle 30: HEK-Medium 

Bestandteile Menge/Volumen 

DMEM 500 ml 

FBS 50 ml 

L-Glutamin 5 ml 

 

Tabelle 31: Lösung für LB-Platten 

Bestandteile Menge/Volumen 

LB-Agar 18,5 g 

Millipore-Wasser 500 ml 

Ampicillin (final 100 µg/ml) 500 µl 

 

Tabelle 32: LB-Medium 

Bestandteile Menge/Volumen 

LB-Broth 18,5 g 

Millipore-Wasser 500 ml 

Ampicillin (final 100 µg/ml) 500 µl 
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Tabelle 33: Polyfect-Transfektionsansatz 

Bestandteile Menge/Volumen 

Opti-MEM 100 µl 

PolyFect 10 µl 

DNA 1,5 µl 

 

Tabelle 34: Mastermix für Elektroporation 

Bestandteile Menge/Volumen 

Nucleofector Solution 82 µl 

Supplement 18 µl 

DNA 3 µg 

 

Tabelle 35: Transfektionsansatz A für lentivirale Transduktion 

Bestandteile Menge/Volumen 

Opti-MEM 2.340 µl 

Lipofectamine 3.000 90 µl 

 

Tabelle 36: Transfektionsansatz B für lentivirale Transduktion 

Bestandteile Menge/Volumen 

Opti-MEM 2.340 µl 

P3.000 90 µl 

pLVXPuro_EPAC187 42,84 µg 

psPAX 42,84 µg 

pMD2.G 4,23 µg 
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Tabelle 37: Ringer-Lösung 

Bestandteile Menge/Volumen 

NaCl 140 mM 46,7 ml 

KCl 5 mM 1 ml 

MgCl2 2 mM 2 ml 

HEPES-Puffer 10 mM 50 ml 

ddH2O 900,3 ml 

2.2 Methoden 

2.2.1 Patienten 

Bei Patienten mit RA oder Osteoarthritis (OA) wurde während des Einsetzens eines Knie-TEPs 

synoviales Gewebe vom behandelnden Arzt chirurgisch entnommen. Die Charakteristika der 

in dieser Arbeit verwendeten RA-Patienten sind in Tabelle 38 als Schnitt- und 

Vereinigungsmenge dargestellt. Die durchgeführte Studie wurde von der Ethikkommission 

genehmigt und die Patienten haben, nach vorheriger Aufklärung, schriftlich zu ihrer Teilnahme 

zugestimmt.  

Auch die stromalen Fibroblasten aus inguinalen Lymphknoten, die durch eine 

Kooperation mit dem Academic Medical Center der University of Amsterdam zur Verfügung 

gestellt wurden, stammten von Patienten, die ihre Zustimmung zu der Teilnahme an der 

Studie gaben. 
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Tabelle 38: Charakteristika der untersuchten Patienten mit rheumatoider Arthritis. Die Mittelwerte wurden 
± Standardfehler angegeben. In Klammern stehen Maximum und Minimum. 

Parameter  

Anzahl der Patienten mit rheumatoider Arthritis 27 

Alter 62,4  2,3 [22-77] 

Geschlecht 21 Frauen, 6 Männer 

Blutkörperchen-Senkungsgeschwindigkeit, mm in 1. Std. 32,8  7,0 

C-reaktives Protein, mg/l 95,4  30,3 

Leukozyten, pro µl 8086  499 

Medikation  

Mittleres Prednisolon in mg/Tag 5,1  1,4 

Prednisolon 52 % 

Methotrexat 26 % 

nicht-steroidale Antiphlogistika 74 % 

Anti-TNF-Strategie 7 % 

Leflunomid 11 % 

Azulfidine 4 % 

Opioid-Analgetikum 15 % 

 

2.2.2 Zellkultur 

2.2.2.1 Aufarbeitung des synovialen Gewebes 

Das während des Einsetzens eines Knie-TEPs entnommene synoviale Gewebe von RA- und 

OA-Patienten wurde in PBS gelagert, gekühlt und steril ins Labor transportiert. Die Zeitspanne 

zwischen der Operation und der Weiterverarbeitung des Gewebes wurde möglichst 

kurzgehalten (max. 3 Std.). 

Zunächst wurden ca. 0,25 cm2 große Teile des Gewebes für die spätere histologische 

Untersuchung mit einem Skalpell abgetrennt und für mindestens drei Tage in 3,7 %igem 

Formalin in PBS bei RT gelagert. Anschließend wurde das Gewebe in Saccharose-Lösung 

überführt und für weitere 24 Stunden bei RT inkubiert. Nachdem es in PBS gewaschen worden 

war, um Zuckerkristalle zu entfernen, wurde es in Tissue-Tek eingebettet und in flüssigem 

Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Gewebestücke bei -20 °C 

aufbewahrt. 



Material und Methoden 

 

47 
 

Das restliche Gewebe wurde mit dem Skalpell möglichst klein geschnitten. Der 

Gewebebrei wurde in ein Gefäß überführt, in das zuvor 50 ml PBS und 1 ml Liberase vorgelegt 

worden waren. Er wurde für 1 Stunde bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert, um durch den 

Verdau die Zellen aus dem Gewebe zu lösen. Die Enzymaktivität wurde anschließend durch 

Zugabe von 20 ml PBS gestoppt und die Zellsuspension durch einen 70 µm Zellsieb gegeben. 

Die isolierten Zellen wurden für 8 min bei 4 °C und 1600 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde 

anschließend in 10 ml Erythrozyten-Lysepuffer gelöst und 10 min bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde der Lysepuffer mit 20 ml PBS deaktiviert und die Zellsuspension wurde 

erneut für 8 min bei 4 °C und 1600 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet der gemischten synovialen 

Zellen wurde in vorgewärmtem Vollmedium gelöst und in eine Zellkulturflache überführt. 

Entsprechend der Größe des Pellets wurde es in 7 ml Medium für eine 25 cm2 

Zellkulturflasche, 15 ml für eine 75 cm2 Zellkulturflasche und 40 ml für eine 175 cm2 

Zellkulturflasche gelöst. Die ausgesäten Zellen wurden im Brutschrank bei 5 % CO2 und 37 °C 

gelagert. Am Folgetag wurde das Anwachsen der Zellen optisch unter dem Mikroskop 

kontrolliert und das Medium gewechselt, um abgestorbene Zellen aus der Kultur zu entfernen. 

2.2.2.2 Kultivieren synovialer Fibroblasten und FLNs 

Bis zur Durchführung der Versuche wurden die Zellen im Brutschrank bei 5 % CO2 und 37 °C 

gelagert. Es wurde wöchentlich eine optische Kontrolle der Zellen durchgeführt, um das 

Wohlbefinden und das Wachstum der Zellen beurteilen zu können. Außerdem wurde einmal 

wöchentlich das Medium gewechselt. Von jeder Mediumflasche wurde eine Mediumkontrolle 

angesetzt, bei der 1 ml des Mediums in einer 24-Well-Platte im Brutschrank inkubiert wurde, 

um eine mögliche Kontamination des Mediums auszuschließen. 

Während die ersten Passagen noch eine gemischte synoviale Zellpopulation enthalten, 

spricht man ab Passage 3 von einer reinen synovialen Fibroblastenkultur. Für die Versuche 

wurden Zellen der Passage 6-7 verwendet, um eine reine Fibroblastenkultur mit 

ausreichender Zellzahl zu gewährleisten. 

2.2.2.3 Splitten kultivierter Zellen 

Kurz vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen gesplittet. Hierzu wurden sie zunächst in 

PBS geschwenkt, um Rückstände des im Medium enthaltenen Serums auszuwaschen. 

Anschließend wurde eine der Flaschengröße angepasste Menge Trypsin auf die Zellen 

gegeben und diese für 5 bis 10 min im Brutschrank inkubiert. Nach dem Ablösen der Zellen 
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und der visuellen Kontrolle unter dem Mikroskop, wurde das Trypsin mit dem doppelten 

Volumen an Vollmedium inaktiviert. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Reaktionsgefäß 

überführt und für 10 min bei RT und 1600 rpm zentrifugiert. Nachdem der Überstand 

abgenommen worden war, wurde das Zellpellet in Vollmedium gelöst und in eine neue 

Zellkulturflasche überführt. Die Zellen wurden im Verhältnis 1:2 gesplittet. 

2.2.2.4 Einfrieren kultivierter Zellen 

Die Zellen wurden nach demselben Vorgehen wie beim Splitten abtrypsiniert und das 

Zellpellet anschließend in gekühltem Einfriermedium gelöst. Pro Kryoröhrchen wurden ca. 1 

bis 1,5 Millionen Zellen in 1 ml Einfriermedium eingefroren. Die Zellen wurden über Nacht in 

einer Einfrierbox, die ein schonendes Einfrieren mit einer Rate von -1 °C pro Minute 

ermöglicht, bei -80 °C inkubiert. Um ein längeres Aufbewahren der Zellen zu ermöglichen 

wurden sie anschließend in flüssigem Stickstoff gelagert. 

2.2.2.5 Das In-Kultur-Nehmen gefrorener Zellen 

Die gefrorenen Zellen wurden zunächst schonend auf Eis aufgetaut. Um die Toxizität des im 

Einfriermedium enthaltenen DMSO zu minimieren, wurden die aufgetauten Zellen 

schnellstmöglich in ein Reaktionsgefäß mit 50 ml gekühltem Vollmedium überführt und bei 

4 °C für 10 min bei 1.600 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschließend in 15 ml 

Vollmedium gelöst und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche überführt. 

2.2.2.6 Zählen der Zellen 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie zum Splitten abtrypsiniert. Das Zellpellet 

wurde in einem geeigneten Volumen Medium gelöst, um eine angenehme Verdünnung zum 

Zählen zu ermöglichen. 10 µl der Zellen wurden 1:1 mit Trypanblau gemischt und 

anschließend auf eine Neubauer-Zählkammer aufgetragen und in den äußeren vier 

Quadranten gezählt. Die Gesamtzellzahl wurde nach folgender Formel berechnet: 

n=X*Verdünnung*Kammerfaktor*V 

Hierbei steht das X für den Durchschnittswert der vier ausgezählten Quadranten. Dieser wird 

entsprechend der Verdünnung mit Trypanblau mit 2, und entsprechend des Kammerfaktors 

der Zählkammer mit 10.000 multipliziert. Außerdem wird mit dem Volumen multipliziert, in 

dem das Pellet gelöst wurde. 
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2.2.2.7 Stimulation der Zellen 

Um den Einfluss verschiedener Schlüsselpunkte in der Signalkaskade der Umschaltung von 

Gαs zu Gαi zu untersuchen wurden die Zellen mit Inhibitoren und Stimulanzen behandelt, um 

deren Auswirkungen auf RNA- und Proteinebene analysieren zu können. 

Hierzu wurden Zellen der Passage 6 und 7 verwendet. Sie wurden zunächst abtrypsiniert 

und gezählt und anschließend ausgesät. Während Normoxie den normalen 

Kulturbedingungen entspricht, liegt bei den durchgeführten Versuchen unter Hypoxie ein 

verminderter Sauerstoffgehalt vor. Dieser entspricht bei den RA-Zellen einem Anteil von 1 %, 

bei den FLNs einem Anteil von 5 %. 

2.2.2.7.1 Stimulation für den Human Cytokine Array 

Es wurden jeweils 1,4 Mio. Zellen in 3 ml Vollmedium pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesät 

und für 3 Tage sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie kultiviert. Anschließend wurden 

jeweils 3 ml NKH 477 (10-7 M), in Stimulationsmedium verdünnt, bzw. Stimulationsmedium 

zur Kontrolle pro Well für 12 h auf die Zellen gegeben. Die Überstände aus verschiedenen 

Wells desselben Patienten und mit derselben Behandlung wurden zusammengeführt, bei 

1.600 rpm für 10 min zentrifugiert und anschließend bis zur Auswertung bei -20 °C 

weggefroren. Analysiert wurden die Überstände mittels des Proteome Profiler Human 

Cytokine Array Kit. 

2.2.2.7.2 Stimulation für den RNA-Microarray 

Es wurden jeweils 1 Mio. Zellen in 3 ml Vollmedium pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesät 

und für 3 Tage unter Hypoxie kultiviert. Anschließend wurden jeweils 3 ml NKH 477 (10-6 M), 

in Stimulationsmedium verdünnt, bzw. Stimulationsmedium zur Kontrolle pro Well für 6 h auf 

die Zellen gegeben. Die Überstände wurden bei 1.600 rpm für 10 min zentrifugiert und 

anschließend bei -20 °C weggefroren. Außerdem wurde die RNA mit dem RNeasy Kit aus den 

Zellen isoliert und mit einem RNA-Microarray analysiert. 

2.2.2.7.3 Stimulation für ELISA und Luminex 

Es wurden jeweils 55.000 Zellen in 200 µl Vollmedium pro Well in einer 96-Well-Platte 

ausgesät und für 3 Tage sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie kultiviert. 

Anschließend wurden jeweils 200 µl der Stimulanzien, in Stimulationsmedium verdünnt, bzw. 

Stimulationsmedium und DMSO zur Kontrolle pro Well für 24 h auf die Zellen gegeben. 

Stimuliert wurde mit und ohne Zugabe von 20 pg/ml IL-1β zusätzlich zu den Stimulanzien. Die 
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Überstände aus verschiedenen Wells desselben Patienten mit derselben Stimulation wurden 

zusammengeführt, bei 1.600 rpm für 10 min zentrifugiert und anschließend bis zur 

Auswertung bei -20 °C weggefroren. Die Auswirkungen der Stimulationen wurden mittels 

ELISA und Luminex analysiert. 

2.2.2.7.4 Stimulation für Cell-based ELISA 

Es wurden jeweils 25.000 Zellen in 200 µl Vollmedium pro Well in einer 96-Well-Platte 

ausgesät und für 3 Tage unter Normoxie kultiviert. Anschließend wurden jeweils 200 µl der 

Stimulanzien, in Stimulationsmedium verdünnt, bzw. Stimulationsmedium und DMSO zur 

Kontrolle pro Well in Duplikaten für 1 h auf die Zellen gegeben. Stimuliert wurde mit und ohne 

Zugabe von 20 pg/ml IL-1β zusätzlich zu den Stimulanzien. Die Überstände wurden 

abgenommen und die Zellen direkt im Anschluss mittels Cell-based ELISA analysiert. 

2.2.3 Bestimmung der Parameter, die mit der Signalumschaltung von 

Gαs zu Gαi im Zusammenhang stehen 

2.2.3.1 RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation aus den stimulierten Zellen wurde mit dem RNeasy Kit nach beiliegenden 

Herstellerangaben durchgeführt. 

2.2.3.2 RNA-Vermessung 

Um die Konzentration und den Degradierungsgrad der isolierten RNA zu bestimmen, wurde 

das Agilent RNA 6000 Nano Kit verwendet. Das Vermessen wurde nach dem beiliegenden 

Protokoll des Herstellers durchgeführt. Bis zur weiteren Verarbeitung der RNA-Proben wurden 

diese bei -80 °C aufbewahrt. 

2.2.3.3 RNA-Microarray 

Um einen Überblick über die Auswirkungen der Stimulation der Zellen auf RNA-Ebene zu 

gewinnen, wurde ein RNA-Microarray durchgeführt. Hierzu wurde zunächst die Konzentration 

und Reinheit, bzw. der Degradierungsgrad der isolierten RNA mittels des RNA-Bioanalyzers 

bestimmt. Anschließend wurden die Proben an das Kompetenzzentrum Fluoreszente 

Bioanalytik an der Universität Regensburg geschickt, die den RNA-Microarray durchführten. 
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2.2.3.4 Human Cytokine Array 

Um einen Überblick über die Auswirkungen der Stimulation der Zellen auf Zytokin-Ebene zu 

gewinnen, wurde ein Human Cytokine Array durchgeführt. Die abgenommenen Überstände 

wurden mit dem Human Cytokine Array nach den beiliegenden Herstellerangaben analysiert. 

Anschließend wurden die Membranen mittels des Chemidoc aufgenommen und mit der 

Image Lab Software ausgewertet. 

2.2.4 Quantifizierung der Parameter, die durch die Signalumschaltung 

von Gαs zu Gαi beeinflusst werden 

2.2.4.1 Cell-based ELISA 

Nach der Stimulation der Zellen wurden die Überstände abgenommen und je 100 µl 3,7 %iges 

Formalin in PBS in jedes Well gegeben. Die Zellen wurden für 20 min bei Raumtemperatur (RT) 

inkubiert und anschließend 4 Mal mit 200 µl 1 x PBS gewaschen. Danach wurden 100 µl der 

Blockierlösung auf jedes Well pipettiert und für eine Stunde bei RT inkubiert. Die 

Blockierlösung wurde durch 4-maliges Waschen mit Waschpuffer entfernt, bevor die 

Primärantikörper und Isotypenkontroll-Antikörper, in Verdünnungslösung angesetzt, auf die 

Zellen gegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert wurden. 

Am Folgetag wurden nicht gebundene Antikörper durch 7-maliges Waschen mit 

Waschpuffer entfernt. Anschließend wurden 100 µl des Sekundärantikörpers, angesetzt in 

Verdünnungslösung, auf die Zellen gegeben und für 1 h bei RT inkubiert. Die Zellen wurden 

erneut 7 Mal mit Waschpuffer gewaschen um Antikörper zu entfernen, die nicht gebunden 

hatten. Im Anschluss wurden 100 µl 1-Step Ultra TMB auf jedes Well pipettiert. Die 

Inkubationszeit variierte von 2 bis zu 30 min, abhängig von der Intensität der Blaufärbung. Die 

Reaktion wurde anschließend mit 100 µl 2 M Schwefelsäure gestoppt und die Absorption 

mittels ELISA Reader bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen. Um unspezifisches Signal 

bei der Datenauswertung auszuschließen, wurden die Werte der Isotypenkontroll-Antikörper 

von den Werten der Wells mit Primärantikörpern subtrahiert. 

2.2.4.2 ELISA 

Der Zytokingehalt in den Zellkulturüberständen der stimulierten Zellen wurde mittels ELISA 

quantifiziert. Die Assays wurden nach den beiliegenden Herstellerangaben durchgeführt und 

ausgewertet. 
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2.2.4.3 Luminex 

Für eine Quantifizierung des Zytokingehalts bei sehr geringem Probenvolumen wurden 

Luminex-Analysen der Zellkulturüberstände durchgeführt. Die Durchführung entsprach den 

dem Kit beiliegenden Herstellerangaben. 

2.2.5 Histologische Färbungen 

2.2.5.1 Kryoschnitte 

Die Gewebeblöcke des synovialen Gewebes wurden in das Kryotom eingespannt und 

bei -19 °C wurden 8 µm dicke Schnitte erstellt. Diese wurden auf Objektträger aufgebracht 

und bis zur histologischen Färbung bei -20 °C gelagert. 

2.2.5.2 Cytospin 

Die abtrypsinierten und gezählten Zellen wurden erneut für 10 min bei 1.600 rpm 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 500 µl PBS 

gelöst. Nach Zugabe von 500 µl 3,7 %igem Formalin in PBS wurden die Zellen für 15 min bei 

RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut bei 1.600 rpm für 5 min zentrifugiert und 

der Überstand verworfen, bevor das Pellet in einem der Zellzahl entsprechenden Volumen 

PBS erneut aufgenommen wurde. Die Endkonzentration der Zellsuspension entsprach 35.000 

Zellen pro 130 µl.  

Für die Zentrifugation wurden die Objektträger zusammen mit dem Filterpapier und 

dem Trichter in die dafür vorgesehene Vorrichtung gespannt und anschließend in die Cytospin 

Zentrifuge gegeben. Es wurden 130 µl der Zellsuspension auf jeden Objektträger pipettiert 

und diese für 5 min bei 500 rpm zentrifugiert. Nachdem die Objektträger für ca. 20 min bei RT 

getrocknet worden waren, wurden sie bis zur Färbung bei -20 °C weggefroren. 

2.2.5.3 Färben der Schnitte und Cytospins 

Die Objektträger wurden zunächst für eine dreiviertel Stunde bei RT unter dem Abzug 

aufgetaut und getrocknet. Anschließend wurden sie für 10 min bei RT in 1 x PBS rehydriert 

und, nachdem sie nochmals in PBS gewaschen worden waren, für 45 min bei RT in der 

Blockierlösung inkubiert. Im Anschluss wurden sie erneut für 5 min in 1 x PBS gewaschen, 

bevor die Primärantikörper bzw. Isotypenkontroll-Antikörper, die zuvor in der 

Verdünnungslösung angesetzt worden waren, aufgetragen wurden. Die Objektträger wurden 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
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Am Folgetag wurden die Objektträger für 10 min in Waschpuffer gewaschen, der 

währenddessen mehrfach gewechselt wurde, um nicht gebundene Antikörper zu entfernen. 

Im Anschluss wurde mit 1 x PBS gewaschen, bevor der Sekundärantikörper, ebenfalls in 

Verdünnungslösung angesetzt, auf die Objektträger gegeben und für 90 min bei RT inkubiert 

wurde. Überschüssige Antikörper wurden bei 15-minütigem Waschen mit dem Waschpuffer 

entfernt, der in dieser Zeit mehrmals ausgetauscht wurde. Es wurde erneut mit 1 x PBS 

gewaschen und anschließend wurde in 1 x PBS verdünntes DAPI (0,5 µg/ml) für 5 min bei RT 

auf die Objektträger gegeben. Abschließend wurde ein letztes Mal mit 1 x PBS gewaschen, 

bevor die Objektträger mit Fluorescence Mounting Medium und Deckgläsern eingedeckelt 

wurden. Die fertigen Objektträger wurden bei 4 °C gelagert und innerhalb der nächsten 

14 Tage mikroskopiert. 

2.2.6 FRET-Sensor für den Nachweis von cAMP 

Zum Nachweis des cAMP in den Zellen sollten diese mit einem Epac-abhängigen FRET-Sensor 

transfiziert werden. Epac ist ein Protein, das durch Bindung von cAMP aktiviert wird und als 

GTP-Austauschfaktor für Rap1 und Rap2 dient (112). Bei der Bindung von cAMP kommt es zu 

einer Konformationsänderung des Epac von einer gefalteten inaktiven zu einer entfalteten 

aktiven Form (113). Beim Epac-abhängigen FRET-Sensor wurde aminoterminal ein cyan 

fluoreszierendes Protein (CFP) und carboxyterminal ein gelb fluoreszierendes Protein (YFP) 

angehängt (Abbildung 10) (113). Durch die Messung des Förster-Resonanzenergietransfer 

(FRET) zwischen den beiden Fluorophoren kann eine Aussage darüber getroffen werden, ob 

Epac durch gebundenes cAMP aktiviert wurde.  

Durch Stimulation der Zellen mit beispielsweise Isoprenalin, das durch die Aktivierung 

der Adenylatzyklase die cAMP-Konzentration in der Zelle erhöht, kann der Energietransfer 

unterbrochen werden, was durch einen Farbumschlag detektiert werden kann. Ein Anstieg der 

Ration von CFP/YFP entspricht einer entfalteten Konformation des Epac und damit seiner 

durch Bindung des cAMP aktivierten Form (113). Durch Verminderung der 

cAMP-Konzentration kann das FRET-Signal in gleicher Weise wieder zunehmen (113). 
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Abbildung 10: Nachweis des cAMP mit einem Epac-abhängigen FRET-Sensor. In (A) ist abgebildet, wie die Bindung 
des cAMP an Epac eine Konformationsänderung induziert, welche die beiden an Epac gebundenen Fluorophore 
CFP und YFP räumlich voneinander entfernt, sodass kein Energietransfer von CFP zu YFP mehr möglich ist. In (B) 
ist dargestellt, wie durch die Stimulation der Zellen mit Forskolin ein Anstieg des cAMP induziert und damit ein 
Anstieg der Ratio CFP/YFP detektiert werden kann. Epac: Exchange protein activated by cAMP, CFP: cyan 
fluorescent protein, YFP: yellow fluorescent protein, Fors: Forskolin, Adenylatzyklase-Aktivator (113). 

Nach der Transfektion der Zellen mit dem Epac-abhängigen FRET-Sensor wurde das 

FRET-Signal mittels Live Cell Imaging detektiert. Es sollte beobachtet werden wie verschiedene 

Stimulanzien die cAMP-Konzentration in den Zellen regulieren. Parallel zu den RA-Zellen 

wurden auch HEK-Zellen als Kontrollen transfiziert. Das hierzu verwendete Konstrukt H187 

wurde von der Gruppe von Kees Jalink zur Verfügung gestellt (114). 

2.2.6.1 Transformation kompetenter Bakterien 

Von dem Konstrukt H187 wurde 1 µg auf einem Filterpapier zur Verfügung gestellt. Es wurde 

herausgeschnitten und zu 50 µl Millipore-Wasser in ein Reagenzgefäß gegeben, um es zu 

lösen. Parallel wurden die kompetenten Bakterien DH5α auf Eis aufgetaut. 10 µl des Plasmides 

wurden auf die Zellen gegeben und diese für 30 min auf Eis inkubiert, in denen die Zellen 

immer wieder auf und ab pipettiert wurden. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C 

für 45 sec. Die Zellen wurden erneut für 2 min auf Eis inkubiert, bevor 1 ml SOC-Medium, das 

zuvor auf 37 °C vorgewärmt worden war, auf die Zellen gegeben wurde. Anschließend wurden 

die Zellen für 30 min bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert.  

Von der Zellsuspension mit dem Plasmid wurden 200 µl auf eine LB-Platte gegeben und 

über Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach etwa 17 Stunden wurde ein Klon von der Platte 

genommen und in ein Reaktionsgefäß gegeben, in das zuvor 5 ml LB-Medium vorgelegt 

worden waren. Die Bakterien wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag 

wurden 300 ml LB-Medium in einem Kolben vorgelegt und 3 ml der Bakterien zugegeben, 

bevor diese erneut über Nacht bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert wurden. Am nächsten 

Tag wurde die Zellsuspension auf 50 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt und 15 min bei 3.500 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Pellets bei -20 °C weggefroren.  
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2.2.6.2 Plasmidgewinnung 

Zur Gewinnung der Plasmide wurde das Plasmid Maxi Kit nach beiliegenden 

Herstellerangaben verwendet. Anschließend wurde die Konzentration bestimmt, indem 2 µl 

der Plasmide mittels Nanodrop vermessen wurden. 

2.2.6.3 Transfektion mit Lipofectamine 2.000 

Zur Transfektion der Zellen mit Lipofectamine 2.000 wurden 2 ml Vollmedium pro Well in 

einer 6-Well-Platte vorgelegt, bevor jeweils 170 µl Zellsuspension mit 150.000 Zellen 

zugegeben wurden. Die Zellen wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag 

wurde zunächst der DNA-Mix aus 1 µg DNA und 500 µl Opti-MEM angesetzt. Außerdem 

wurden in einem separaten Gefäß 2 µl Lipofectamine 2.000 und 500 µl Opti-MEM gemischt. 

Nach 5 min Inkubation bei RT wurden die beiden Ansätze zusammengegeben und für 20 min 

bei RT inkubiert. Das Medium vom Vortag wurde abgenommen und durch 2 ml frisches 

Vollmedium ersetzt, bevor die Lipofectamine-Mischung zu den Zellen gegeben wurde. Die 

Zellen wurden für 6 h im Brutschrank inkubiert, bevor sie abtrypsiniert und auf Deckgläschen 

mit einem Durchmesser von 25 mm in eine 6-Well-Platte mit 2 ml Vollmedium pro Well 

gegeben wurden. Die Zellen wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert, bevor sie an den 

folgenden Tagen mikroskopiert wurden. 

2.2.6.4 Transfektion mit Lipofectamine 3.000 

Für die Transfektion mit Lipofectamine 3.000 wurden 250.000 Zellen auf Deckgläschen mit 

25 mm Durchmesser in einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium ausgesät. Es wurde ein DNA-Mix 

mit 125 µl Opti-MEM, 3 µl DNA und 6 µl P3.000 angesetzt. Außerdem wurden 6 µl 

Lipofectamine 3.000 zu 125 µl Opti-MEM gegeben. Die beiden Ansätze wurden 

zusammengeführt und 15 min bei RT inkubiert, bevor das Gemisch auf die Zellen gegeben 

wurde und diese über Nacht im Brutschrank inkubiert wurden. Am nächsten Tag wurde das 

Medium gewechselt und am Folgetag wurden die Zellen mikroskopiert. 

2.2.6.5 Transfektion mit PolyFect 

Zur Transfektion der Zellen mit Polyfect wurden 2 ml Vollmedium pro Well in einer 

6-Well-Platte vorgelegt, bevor jeweils 170 µl Zellsuspension mit 150.000 Zellen zugegeben 

wurden. Die Zellen wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurde das 

Medium abgenommen und 1,5 ml frisches Medium vorgelegt. Das 

PolyFect-Transfektionsreagenz wurde angesetzt und für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend 
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wurden 600 µl Vollmedium zugegeben und der Ansatz auf die Zellen pipettiert. Die Zellen 

wurden für 6 h im Brutschrank inkubiert, bevor sie abtrypsiniert und auf Deckgläschen mit 

einem Durchmesser von 25 mm in eine 6-Well-Platte mit 2 ml Vollmedium pro Well gegeben 

wurden. Die Zellen wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert, bevor sie an den 

darauffolgenden Tagen mikroskopiert wurden. 

2.2.6.6 Transfektion durch Elektroporation 

Für die Elektroporation wurden 450.000 Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefäß gegeben und für 

5 min bei 800 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 µl des Mastermixes gelöst und in die 

dafür vorgesehene Küvette überführt. Die Küvette mit den Zellen wurde in das 

Nucleofector-Gerät eingesetzt und das jeweilige Programm gestartet. Es wurde mit 

verschiedenen Küvetten sowohl P-022 für eine hohe Überlebensrate als auch P-023 für eine 

hohe Transfektionsrate der Zellen getestet. Nach der Elektroporation wurden die Zellen aus 

der Küvette auf Deckgläschen mit 25 mm Durchmesser in eine 6-Well-Platte zu je 2 ml 

frischem Vollmedium gegeben. Die Zellen wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert, bevor 

sie am Folgetag mikroskopiert wurden. 

2.2.6.7 Transfektion mit FuGene 6 

Für die Transfektion mit FuGENE 6 wurden 250.000 Zellen auf Deckgläschen mit 25 mm 

Durchmesser in einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium ausgesät. Es wurden 100 µl Opti-MEM mit 

6 µl FuGene 6 Transfektionsreagenz gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend 

wurden 2 µg DNA zugegeben und es wurde erneut für 15 min bei RT inkubiert, bevor der 

Ansatz auf die Zellen gegeben wurde und diese über Nacht im Brutschrank inkubiert wurden. 

Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt und am Folgetag wurden die Zellen 

mikroskopiert. 

2.2.6.8 Transfektion mit X-treme Gene 9 

Für die Transfektion mit X-treme Gene 9 wurden 250.000 Zellen auf Deckgläschen mit 25 mm 

Durchmesser in einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium ausgesät. Es wurden 100 µl Opti-MEM mit 

6 µl X-treme GENE 9 Transfektionsreagenz gemischt. Anschließend wurden 2 µg DNA 

hinzugegeben und der Ansatz für 15 min bei RT inkubiert, bevor er auf die Zellen gegeben 

wurde und diese über Nacht im Brutschrank inkubiert wurden. Am nächsten Tag wurde das 

Medium gewechselt und am Folgetag wurden die Zellen mikroskopiert. 
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2.2.6.9 Transduktion mit Lentiviren 

Das Konstrukt H187 wurde von Professor Rainer Schreiber in einen viralen Vektor eingebracht 

(pLVXPuro_EPAC187) und zur Verfügung gestellt. 

Zunächst wurde eine 6-Well-Platte mit 500 µl Coating-Medium pro Well für 2 h 

inkubiert. Anschließend wurde das Coating-Medium abgenommen und 500.000 HEK-Zellen 

pro Well in HEK-Medium ausgesät und für 24 h im Brutschrank inkubiert, bevor sie mittels 

Lipofectamine 3.000 transfiziert wurden. Hierzu wurden die Transfektionsgemische A und B 

zusammengefügt und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 260 µl des 

DNA-Lipofectamine Gemisches pro Well zu dem bestehenden Medium gegeben. Am 

darauffolgenden Tag wurde das Medium zu regulärem HEK-Medium gewechselt und die 

Zellen weitere 30 h inkubiert.  

Außerdem wurden 350.000 RA-Zellen auf Deckgläschen mit 25 mm Durchmesser in 

6-Well-Platten in einem Volumen von 2 ml Vollmedium ausgesät und über Nacht im 

Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Virusüberstände der HEK-Zellen in ein 

15 ml Reaktionsgefäß überführt und 3 min bei 2.000 rpm zentrifugiert, um alle HEK-Zellen aus 

dem Überstand zu entfernen. Der Überstand wurde durch einen 45 µm Filter in ein 50 ml 

Reaktionsgefäß gegeben und es wurde Polybren zu einer finalen Konzentration von 8 µg/ml 

hinzugegeben. Das Medium der RA-Zellen wurde abgenommen und durch 2 ml der 

Virus-Polybren-Mischung ersetzt. Die Platten mit den RA-Zellen wurden 1 h bei 25 °C und 

220 rpm zentrifugiert und anschließend für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank 

inkubiert. Am Folgetag wurde das Virus abgenommen und durch Vollmedium mit zusätzlich 

1,25 µg/ml Pyromycin ersetzt. Zum nächsten Mediumwechsel 3 Tage später wurde 

Vollmedium mit zusätzlich 2,5 µg/ml Pyromycin verwendet. Am darauffolgenden Tag wurde 

das Medium erneut gewechselt, bevor die Zellen mikroskopiert wurden. 

2.2.6.10 Mikroskopieren der transfizierten/transduzierten Zellen 

Zum Mikroskopieren der transfizierten/transduzierten Zellen wurden die Deckgläschen mit 

den Zellen in die Halterung des Mikroskops gelegt und mit 200 µl Ringer-Lösung bedeckt. Das 

FRET-Signal wurde bei einer Absorption von 430 nm und einer Emission von 480 nm/545 nm 

vermessen. Nach Bestimmung der basalen cAMP-Konzentration wurden die Zellen mit 

verschiedenen Reagenzien stimuliert und die Auswirkungen auf die cAMP-Konzentration in 

den Zellen durch Veränderungen des FRET-Signals detektiert. Hierzu wurden nacheinander, in 

unterschiedlichen Reihenfolgen und Kombinationen, Isoprenalin (10 µM), Forskolin (10 µM), 
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NKH 477 (1 µM), Formoterol (1 µM), Pertussis-Toxin (100 ng/ml) und Dibutyryl-cAMP 

(100 µM) auf die Zellen gegeben. An einem angeschlossenen Computer konnten die Signale 

gespeichert und ausgewertet werden. 

2.2.7 Statistische Auswertungen 

Die Daten der Zytokinquantifizierung wurden prozentual zur jeweiligen Kontrolle dargestellt, 

um eine bessere Vergleichbarkeit der verschiedenen Patienten zu ermöglichen. Die Boxplots 

zeigen die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Ausreißer wurden mit der Formel 

Mittelwert+2*Standardabweichung bzw. Mittelwert-2*Standardabweichung bestimmt und 

gegebenenfalls ausgeschlossen. Zur Berechnung der Signifikanzen wurden die Werte der 

Stimulanzien mit der Kontrolle mittels des Wilcoxon Signed Rank Test verglichen. Der 

Mann-Whitney Rank Sum Test wurde verwendet, um Signifikanzen zwischen verschiedenen 

Stimulanzen zu bestimmen. Ergebnisse innerhalb der Dosis-Wirkungskurve derselben 

Stimulanz wurden mit Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks auf Signifikanzen 

überprüft. Eine Signifikanz lag bei einem p-Wert <0,05 vor, als hochsignifikant wurden 

p-Werte <0,005 gewertet, p-Werte <0,01 wurden als Trend angesehen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Zellkultur verschiedener Patienten 

Um für die Versuche eine reine Kultur von Fibroblasten zu erhalten und eine genügende 

Zellzahl für die Versuche zu erreichen, wurden alle Zellen mindestens bis Passage 6 kultiviert. 

Hierbei sind große Unterschiede in der Morphologie und dem Wachstum bzw. der 

Teilungsgeschwindigkeit zwischen den verschiedenen Patienten aufgefallen (Abbildung 11). 

 
Abbildung 11: Morphologische Unterschiede in der Zellkultur verschiedener RA-Patienten. Dargestellt sind 
mikroskopische Aufnahmen synovialer Fibroblasten von verschiedenen RA-Patienten. Manche Zellen (A) nahmen 
eine längliche Form an und bildeten lange schmale Ausläufer. Sie wuchsen annähern parallel und dicht 
beieinander. Andere Zellen (B) behielten eine eher kugelige Form, während wieder andere (C) in Nestern wuchsen. 

Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, gab es große morphologische Unterschiede zwischen den 

Fibroblasten unterschiedlicher Patienten. Die meisten Zellen nahmen eine für Fibroblasten 

typische Morphologie an, die durch ihre längliche Form mit langen schmalen Ausläufern 

charakterisiert war. Diese wuchsen meist in parallelen Bahnen und dicht beieinander 

(Abbildung 11, A). Manche Fibroblasten behielten eine eher kugelige Form und bildeten 

vergleichsweise kurze Ausläufer aus (Abbildung 11, B). Die Zellen anderer Patienten wiederum 

wuchsen in Nestern (Abbildung 11, C), was besonders oft bei den Zellen der Gesunden auftrat.  

Abhängig von ihrer Morphologie unterschieden sich auch die Zellzahlen pro Flasche. 

Während bei den parallel wachsenden schmalen Zellen eine Vielzahl von Fibroblasten pro 

Passage geerntet werden konnten, wurde beispielsweise bei den in Nestern wachsenden 

Zellen keine vergleichbare Konfluenz erreicht. Des Weiteren traten große Unterschiede im 

Wachstums- bzw. Teilungsverhalten der Zellen unterschiedlicher Patienten auf. Manche 

Zellen konnten bereits nach wenigen Tagen bis Wochen passagiert werden, während andere 
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mehrere Monate wachsen mussten, bevor eine ausreichende Zellzahl bzw. Konfluenz erreicht 

wurde.  

Einheitlich wuchsen die Zellen mit ansteigender Passage langsamer. Außerdem fiel auf, 

dass die Zellen mit Kontakt zu Nachbarzellen ein schnelleres Wachstum aufwiesen. Deshalb 

wurden die Zellen erst bei nahezu vollkommener Konfluenz geteilt und lediglich auf zwei neue 

Flaschen aufgeteilt, sodass sie auch dort direkt wieder Berührungspunkte mit anderen Zellen 

bilden konnten. 

Die verwendeten primären Fibroblasten waren besonders anfällig für Kontaminationen. 

Trotz sterilem Arbeiten und der Zugabe von Antibiotika zum Medium waren in geringen 

Abständen immer wieder Bakterien in den Kulturen herangewachsen, was das Erreichen einer 

hohen Passage bzw. genügender Zellzahl erschwerte.  

Aufgrund der zuvor beschriebenen Probleme war die Durchführung der nachfolgend 

beschriebenen Versuche lediglich mit Zellen der RA-Patienten nach einer Knie-TEP-Operation 

und den Zellen der Gesunden möglich. Die FLNs der Risikopatienten und derer in einer frühen 

Phase ihrer RA-Erkrankung waren entweder verkeimt oder wuchsen derart langsam, dass die 

Zahl der Patienten, mit denen die Versuche durchgeführt werden konnten, nicht ausreichten, 

um aussagekräftige Ergebnisse zu gewinnen oder um Statistiken durchzuführen.  

Bei den ersten Versuchen mit den stromalen Fibroblasten der Gesunden unter Hypoxie 

fiel auf, dass sie nicht in der Lage waren, sich an die verminderte Sauerstoffkonzentration von 

1 % anzupassen. Obwohl sich die Morphologie der synovialen Fibroblasten durch die Hypoxie 

veränderte und sie granuliert wirkten, blieben sie adhärent. Die Fibroblasten aus den 

inguinalen Lymphknoten dagegen lösten sich größtenteils vom Boden ab, sodass eine 

Stimulation der Zellen mit anschließender Auswertung nicht möglich war. Aus diesem Grund 

wurde der Sauerstoffgehalt unter Hypoxie bei den Fibroblasten der Gesunden von 1 % auf 5 % 

erhöht. 

3.2 Überprüfung der Grundvoraussetzungen für eine 

Umschaltung des Signalweges von Gαs zu Gαi 

Die untersuchte Umschaltung des Signalweges von Gαs zu Gαi tritt am β2-adrenergen 

Rezeptor auf (96,97,100,103,105). Eine Voraussetzung hierfür ist das gemeinsame Binden von 

PDE4 und β-Arrestin in unmittelbarer Nähe zueinander (96,97,103). 
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In den ersten immunhistologischen Färbungen sollte überprüft werden, ob die 

Voraussetzungen für die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung im synovialen Gewebe und den synovialen 

Fibroblasten gegeben waren, ob zum Beispiel ein gemeinsames Binden von PDE4 und 

β-Arrestin an den β2-AR und die an der Umschaltung beteiligten G-Proteine nachweisbar 

waren. 

3.2.1 β2-adrenerger Rezeptor 

Zunächst wurde eine immunhistochemische Färbung des β2-adrenergen Rezeptors 

durchgeführt. Durch die immunhistologische Färbung konnte gezeigt werden, dass der β2-AR 

sowohl bei RA- als auch bei OA-Patienten stark vertreten war (Abbildung 12). Im synovialen 

Gewebe konnte er hauptsächlich im sogenannten Lining Layer, der Grenzschicht zum 

Gelenkinnenraum, und um Gefäße detektieren werden (Abbildung 12). Auch in den synovialen 

Fibroblasten ließ sich seine Präsenz deutlich nachweisen (Abbildung 12). Zwischen OA und RA 

konnte durch die optische Kontrolle kein maßgeblicher Unterschied bezüglich des 

Vorkommens des β2-AR festgestellt werden. 

 
Abbildung 12: Immunhistologische Färbung des β2-adrenergen Rezeptors. Gefärbt wurde der β2-AR (rot) und der 
Zellkern (blau) im Gewebe der RA-Patienten (A) und OA-Patienten (C) sowie den daraus isolierten synovialen 
Fibroblasten (RA in B, OA in D). Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

3.2.2 PDE4 und β-Arrestin 

Im nächsten Schritt wurde das Vorhandensein von PDE4 und β-Arrestin überprüft (Abbildung 

13). Außerdem sollte untersucht werden, ob diese nah beieinander lokalisiert sind. 
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Abbildung 13: Doppelfärbung von PDE4 und β-Arrestin in synovialem Gewebe der RA- und OA-Patienten. Es wurde 
PDE4 (rot) und β-Arrestin (grün) sowie der Zellkern (blau) im Gewebe der RA-Patienten (obere Reihe) und 
OA-Patienten (untere Reihe) gefärbt und anschließend ein überlagertes Bild aller Kanäle erzeugt. Der 
Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Im synovialen Gewebe der RA- und OA-Patienten konnten PDE4 und β-Arrestin, ähnlich wie 

der β2-AR, hauptsächlich im Lining Layer und um Gefäße detektiert werden (Abbildung 13). 

PDE4 und β-Arrestin waren größtenteils an denselben Stellen in den Zellen lokalisiert, was an 

dem Bild der überlagerten Kanäle deutlich erkennbar war (Abbildung 13). 

Bei den kultivierten synovialen Fibroblasten der RA- und OA-Patienten konnte das 

Vorhandensein von PDE4 und β-Arrestin ebenfalls nachgewiesen werden (Abbildung 14). Auch 

bei diesen Färbungen fiel beim Betrachten der überlagerten Kanäle auf, dass PDE4 und 

β-Arrestin nahe beieinander lokalisiert waren (Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Doppelfärbung von PDE4 und β-Arrestin in synovialen Fibroblasten der RA- und OA-Patienten. Es 
wurde PDE4 (rot) und β-Arrestin (grün) sowie der Zellkern (blau) in synovialen Fibroblasten der RA-Patienten 
(obere Reihe) und OA-Patienten (untere Reihe) gefärbt und anschließend ein überlagertes Bild aller Kanäle 
erzeugt. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Für die weiteren Versuche wurde auf den Vergleich zwischen OA und RA verzichtet und der 

Fokus auf die Fibroblasten der RA-Patienten gelegt. 

3.2.3 Gαs und Gαi 

Auch der Nachweis der Gαs- und Gαi-Proteine wurde durch immunhistologische Färbungen 

durchgeführt (Abbildung 15). 

 
Abbildung 15: Immunhistologische Färbung von Gαs, Gαi1 und Gαi2 in synovialen Fibroblasten der RA-Patienten. 
Dargestellt ist die immunhistologische Färbung von Gαs (A), Gαi1 (B) und Gαi2 (C) in synovialen Fibroblasten von 
RA-Patienten. Die G-Proteine wurden grün angefärbt, die Zellkerne blau. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Sowohl Gαs, als auch Gαi1 und Gαi2 konnte in den synovialen Fibroblasten der RA-Patienten 

detektiert werden (Abbildung 15). 



Ergebnisse 

 

64 
 

3.3 Suche nach Zielparametern in Fibroblasten, die eine 

mögliche Umschaltung des Signalweges von Gαs zu Gαi 

zeigen 

Im ersten Schritt der Untersuchungen mussten zunächst jene Zielparameter gefunden 

werden, die durch die mögliche Umschaltung des Signalweges beeinflusst wurden. Diese 

Zielparameter mussten daher durch cAMP, dem zentralen Schlüsselmolekül für die 

Umschaltung, beeinflussbar sein. Günstig war es, Zielparameter zu finden, die durch hohes 

cAMP gesteigert bzw. gehemmt wurden. Hierfür wurde ein Human Cytokine Array 

durchgeführt, um eine Aussage auf Proteinebene treffen zu können (Abbildung 16). Des 

Weiteren wurden in einem zweiten Schritt die Auswirkungen auf RNA-Ebene mittels eines 

RNA-Microarrays untersucht (Tabelle 39). 

 
Abbildung 16: Human Cytokine Array. Dargestellt sind die prozentualen Pixeldichten der Wells mit Antikörpern 
gegen 36 verschiedene Zytokine im Vergleich zum Mittelwert der Referenzwerte (100 %) nach Abzug des 
Mittelwertes der Negativkontrollen. Die synovialen Fibroblasten wurden für 12 Stunden mit 10-7 M NKH 477 
stimuliert, bevor mit den Überständen der Human Cytokine Array durchgeführt wurde. Hellbau: Normoxie, 
dunkelbau: Normoxie + NKH 477, orange: Hypoxie, rot: Hypoxie + NKH 477. NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. 

Beim Betrachten der Ergebnisse des Human Cytokine Arrays stachen vor allem IL-6, IL-8 und 

Serpin E1/PAI-1 durch ihre hohen Konzentrationen heraus (Abbildung 16). Während PAI-1 

unter allen getesteten Bedingungen sehr hoch exprimiert wurde, waren IL-6 und IL-8 vor allem 

unter Hypoxie und unter Hypoxie mit zusätzlicher Stimulation der Adenylatzyklase mit 

NKH 477 besonders stark exprimiert (also durch cAMP gesteigerte Proteine) (Abbildung 16). 
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Aufgrund der hohen Konzentrationen der Zytokine im Überstand wurde angenommen, dass 

sie bei den synovialen Fibroblasten eine wichtige Rolle spielen. Außerdem wurde aufgrund 

des Arrays IL-12p70 und CXCL12/SDF-1 wegen ihrer Regulation und ihrer bekannten 

Assoziation mit Entzündungsreaktionen bei RA ausgewählt.  

Die negativen Werte der Pixeldichte mancher Zytokine im Vergleich zum Referenzwert 

kamen durch ein starkes Signal der Negativkontrolle zustande, das von den anderen 

Messwerten subtrahiert wurde. Ein negativer Wert bedeutet daher, dass das Signal aus dem 

Well mit dem Antikörper schwächer war als der Mittelwert der Negativkontrollen. 

Um weitere Zielparameter zu finden, die bei den synovialen Fibroblasten im 

Zusammenhang mit einer möglichen Umschaltung des Gαs- zu Gαi-Signalweges von 

Bedeutung sein könnten, wurde außerdem ein RNA-Microarray durchgeführt. 

Die Ergebnisse des RNA-Microarrays wurden auf jene Gentranskripte durchsucht, die 

am stärksten positiv oder negativ durch die Stimulation der Adenylatzyklase reguliert worden 

waren. Die am stärksten regulierten Gentranskripte wurden im nächsten Schritt auf ihre 

Relevanz bei RA überprüft. Die Auswahl fiel auf BMP6, IL-33, Osteoprotegerin, IL-1ra, GAS-1, 

BMP2, VEGF-C und CCL2, um im weiteren Vorgehen genauer analysiert zu werden (Tabelle 

39). Diese Zytokine waren durch die Stimulation der Adenylatzyklase stark reguliert und alle 

dieser Zytokine sind mit entzündlichen Reaktionen im Allgemeinen oder mit RA assoziiert. 

Tabelle 39 zeigt Proteine, die durch cAMP gesteigert (BMP6, IL-33, Osteoprotegerin, IL-1ra, 

GAS-1) oder gehemmt (BMP2, VEGF-C, CCL2) wurden.  

 

Tabelle 39: RNA-Microarray. Nach Stimulation der synovialen Fibroblasten mit NKH 477 (10-6 M) für 6 h unter 
Hypoxie wurde die RNA isoliert und der RNA-Microarray durchgeführt. Dargestellt sind diejenigen Gentranskripte, 
die sowohl im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle stark reguliert wurden als auch mit 
Entzündungsreaktionen/rheumatischen Erkrankungen assoziiert sind. Die Pfeilrichtung zeigt an, ob die 
Gentranskripte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle verstärkt (↑) oder vermindert (↓) exprimiert wurden. 
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3.4 Quantifizierung der gefundenen Zielparameter 

Die zuvor als relevant befundenen Zytokine wurden im Folgenden mittels ELISA quantifiziert. 

Überprüft wurde die Abhängigkeit der Proteine von NKH 477, einem Aktivator der 

Adenylatzyklase, in verschiedenen Konzentrationen (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) im Vergleich zu 

einer unstimulierten Kontrolle unter Normoxie und Hypoxie sowie mit und ohne zusätzlicher 

Stimulation durch IL-1β. 

3.4.1 Durch NKH 477 positiv regulierte Proteine 

Bei der Regulation des IL-6 konnte eine Abhängigkeit vom Sauerstoffgehalt, der Stimulation 

mit IL-1β sowie der Stimulation der Adenylatzyklase detektiert werden. Während bei der 

unstimulierten Kontrolle unter Normoxie eine sehr geringe Konzentration des IL-6 von 

110 pg/ml vorlag, wurde sie unter Hypoxie auf 1.426 pg/ml gesteigert. Unter Normoxie + IL-1β 

lag die IL-6-Konzentration bei 6.654 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β bei 7.292 pg/ml.  

Eine deutliche Steigerung des IL-6 war außerdem durch Stimulation der Adenylatzyklase 

zu beobachten (Abbildung 17). Während unter allen getesteten Bedingungen eine 

Dosis-Wirkungskurve erkennbar war, bewirkte lediglich die höchste eingesetzte 

Konzentration des NKH 477 signifikante Anstiege der IL-6-Konzentration im Vergleich zur 

unstimulierten Kontrolle (Abbildung 17). Dies war sowohl für Normoxie, Normoxie + IL-1β, als 

auch für Hypoxie + IL-1β der Fall (Abbildung 17). Besonders stark ausgeprägt war die Wirkung 

der Stimulation der Adenylatzyklase unter Normoxie mit einem Anstieg der IL-6-Konzentration 

auf knapp 800 % (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Regulation des IL-6 durch NKH 477. Dargestellt ist die Regulation des IL-6 bei Stimulation der 
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit verschiedenen Molaritäten von NKH 477 (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) 
unter Normoxie, Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β im Verhältnis zu einer unstimulierten Kontrolle 
(100 %). NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05. n(RA)=7-9. Die Skala der y-Achse reicht bei Normoxie von 
0 % bis 3.000 %, bei den anderen Bedingungen von 0 % bis 300 %. 

Die Regulation des Osteoprotegerins wurde ebenfalls durch Stimulation der Adenylatzyklase 

positiv beeinflusst (Abbildung 18). Doch auch der Sauerstoffgehalt und zusätzliche Stimulation 

mit IL-1β hatten Auswirkungen. Während die unstimulierte Kontrolle unter Normoxie 

1.963 pg/ml Osteoprotegerin enthielt, waren es unter Hypoxie 3.440 pg/ml. Durch 

Stimulation mit IL-1β wurde die Konzentration des Osteoprotegerins gesteigert, sodass der 

Wert unter Normoxie bei 8.889 pg/ml und unter Hypoxie bei 7.981 pg/ml lag. 
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Abbildung 18: Regulation des Osteoprotegerins durch NKH 477. Dargestellt ist die Regulation des 
Osteoprotegerins bei Stimulation der synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit verschiedenen Molaritäten 
von NKH 477 (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) unter Normoxie, Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β im 
Verhältnis zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %). NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. 
n(RA)=8-9. 

Abhängig von der Molarität des Adenylatzyklase-Aktivators kam es unter Normoxie zu einem 

signifikanten Anstieg der Osteoprotegerin-Konzentration auf etwa 170 % bei 10-7 M, bzw. bei 

10-6 M NKH 477 sogar zu einem hochsignifikanten Anstieg auf knapp 400 % (Abbildung 18). 

Auch bei zusätzlicher Stimulation mit IL-1β wurde unter Normoxie bei der höchsten 

Konzentration von NKH 477 eine signifikante Steigerung der Osteoprotegerin-Konzentration 

auf etwa 140 % erreicht (Abbildung 18). Unter Hypoxie konnte dieselbe Tendenz erkannt 

werden, die jedoch nicht signifikant war (Abbildung 18). Bei zusätzlicher Stimulation mit IL-1β 

unter Hypoxie ging die steigernde Wirkung des NKH 477 auf Osteoprotegerin verloren 

(Abbildung 18). 

3.4.2 Durch NKH 477 negativ regulierte Proteine 

Durch Stimulation der Zellen mit dem Adenylatzyklase-Aktivator wurden PAI-1, VEGF-C und 

CCL2 negativ reguliert. Hier hemmte also der cAMP-Anstieg die Zielproteine. Hierbei war 

ebenfalls, wie bei den positiv regulierten Proteinen, sowohl eine Abhängigkeit von der 
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Konzentration des NKH 477 als auch von der zusätzlichen Stimulation der Fibroblasten mit 

IL-1β und dem Sauerstoffgehalt der Luft zu beobachten (Abbildung 19 bis Abbildung 21). 

Die Regulation des PAI-1 wurde ohne Stimulation der Adenylatzyklase vor allem durch 

den verminderten Sauerstoffgehalt der Luft beeinflusst. Der Mittelwert der unstimulierten 

Kontrolle entsprach unter Normoxie 4.020 pg/ml und wurde unter Hypoxie auf 13.136 pg/ml 

gesteigert. Auch die zusätzliche Stimulation mit IL-1β steigerte die PAI-1-Konzentration im 

Vergleich zur Normoxie, jedoch nicht so stark wie es unter Hypoxie der Fall war. Unter 

Normoxie + IL-1β betrug die PAI-1-Konzentration der unstimulierten Kontrolle 7.473 pg/ml 

und unter Hypoxie + IL-1β 10.189 pg/ml.  

Die Stimulation der Adenylatzyklase hatte ebenfalls große Auswirkungen auf die 

PAI-1-Regulation (Abbildung 19). Obwohl es unter allen Bedingungen bei einer Stimulation der 

Fibroblasten mit 10-6 M NKH 477 zu einer signifikanten Verminderung der 

PAI-1-Konzentration kam, gab es deutliche Unterschiede zwischen den getesteten 

Bedingungen (Abbildung 19). Unter Normoxie mit zusätzlicher Stimulation durch IL-1β hatte 

die Aktivierung der Adenylatzyklase die stärkste Auswirkung auf PAI-1, es wurde auf unter 

40 % der unstimulierten Kontrolle gehemmt (Abbildung 19). Auch ohne IL-1β war unter 

Normoxie eine deutliche Reduzierung des PAI-1 auf etwa 50 % detektierbar (Abbildung 19). 

Unter Hypoxie war die Wirkung schwächer ausgeprägt, es wurde lediglich eine Verminderung 

auf knappe 80 % erreicht, sowohl mit als auch ohne zusätzliche Stimulation durch IL-1β 

(Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Regulation des PAI-1 durch NKH 477. Dargestellt ist die Regulation des PAI-1 bei Stimulation der 
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit verschiedenen Molaritäten von NKH 477 (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) 
unter Normoxie, Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β im Verhältnis zu einer unstimulierten Kontrolle 
(100 %). NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=8-9. 

Die Abhängigkeit des CCL2 vom Sauerstoffgehalt der Luft sowie der zusätzlichen Stimulation 

mit IL-1β ließ sich bereits beim Betrachten der Mittelwerte der unstimulierten Kontrollen 

feststellen, die unter Normoxie einer CCL2-Konzentration von 189 pg/ml und unter Hypoxie 

von 256 pg/ml entsprachen. Durch zusätzliche Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β wurde 

die CCL2-Konzentration deutlich gesteigert, unter Normoxie + IL-1β auf 1.336 pg/ml und unter 

Hypoxie + IL-1β auf 1.137 pg/ml. 

Außerdem wurde die CCL2-Regulation unter allen Bedingungen negativ von der 

Stimulation der Adenylatzyklase beeinflusst (Abbildung 20). Unter Normoxie und auch unter 

Hypoxie fiel die Konzentration des CCL2 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle bei 10-6 M 

NKH 477 hochsignifikant knapp unter 40 % (Abbildung 20). Bei Zusätzlicher Stimulation der 

Fibroblasten mit IL-1β wurde die Konzentration des CCL2 sowohl unter Normoxie als auch 

unter Hypoxie lediglich auf etwas weniger als 70 % reduziert, was ebenfalls signifikant war 

(Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Regulation des CCL2 durch NKH 477. Dargestellt ist die Regulation des CCL2 bei Stimulation der 
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit verschiedenen Molaritäten von NKH 477 (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) 
unter Normoxie, Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β im Verhältnis zu einer unstimulierten Kontrolle 
(100 %). NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=7-9. 

Auch bei der Regulation des VEGF-C konnte eine Abhängigkeit vom Sauerstoffgehalt der Luft 

sowie der zusätzlichen Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β bereits bei der Betrachtung der 

Mittelwerte der unstimulierten Kontrollen detektiert werden. Im Vergleich zur Normoxie 

verminderte Hypoxie diese Werte. Die Mittelwerte der unstimulierten Kontrollen entsprachen 

unter Normoxie 979 pg/ml und unter Hypoxie 658 pg/ml. IL-1β steigerte die Konzentration 

des VEGF-C unter beiden Bedingungen. Die Werte betrugen unter Normoxie + IL-1β 

1.683 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 880 pg/ml. 

Durch die Stimulation der Adenylatzyklase wurde auch VEGF-C negativ reguliert 

(Abbildung 21). Die Hemmung war unter allen Bedingungen für die höchste Konzentration des 

NKH 477 hochsignifikant (Abbildung 21). Auch bei VEGF-C wurde die Wirkung der Stimulation 

der Adenylatzyklase durch zusätzliche Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β abgeschwächt 

(Abbildung 21). Während die VEGF-C-Konzentration unter Normoxie auf etwa 50 % der 

unstimulierten Kontrolle reduziert wurde, waren es unter Hypoxie 45 %, unter 

Normoxie + IL-1β 80 % und unter Hypoxie + IL-1β 60 % (Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Regulation des VEGF-C durch NKH 477. Dargestellt ist die Regulation des VEGF-C bei Stimulation 
der synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit verschiedenen Molaritäten von NKH 477 (10-8 M, 10-7 M, 
10-6 M) unter Normoxie, Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β im Verhältnis zu einer unstimulierten 
Kontrolle (100 %). NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=8-9. 

3.4.3 Proteine, die nicht durch NKH 477 reguliert wurden oder nicht 

durch ELISA quantifizierbar waren 

Nicht alle im Human Cytokine Array und RNA-Microarray gefundenen Proteine konnten 

mittels ELISA quantifiziert werden, da diese Tests nicht sensitiv genug waren. So lagen BMP2, 

BMP6, GAS-1, IL-1ra, IL-12p70, IL-21, SDF-1 und IL-33 unterhalb der Detektionsgrenzen bzw. 

der Standardkurve, weshalb keine Analyse möglich war und diese Proteine nicht 

weiterverfolgt wurden.  

IL-8 war unter Normoxie weder unstimuliert noch nach Stimulation der Adenylatzyklase 

detektierbar (Abbildung 22). Dennoch konnte ein deutlicher Einfluss der Hypoxie sowie des 

IL-1β auf die IL-8-Regulation detektiert werden (Abbildung 22). Unter Hypoxie lag der 

Mittelwert der unstimulierten Kontrolle bei 421 pg/ml, unter Normoxie + IL-1β bei 770 pg/ml 

und unter Hypoxie + IL-1β bei 2.929 pg/ml. Durch die fehlenden Vergleichswerte unter 

Normoxie und nur gering ausfallender, nicht signifikanter Regulation des IL-8 durch 
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Stimulation der Adenylatzyklase wurde auch dieses Zytokin im Folgenden nicht weiter 

analysiert. 

 
Abbildung 22: Regulation des IL-8 durch NKH 477. Dargestellt ist die Regulation des IL-8 bei Stimulation der 
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit verschiedenen Molaritäten von NKH 477 (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) 
unter Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β im Verhältnis zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %). 
NKH 477: Adenylatzyklase-Aktivator. n(RA)=4. Da unter Normoxie kein IL-8 detektierbar war, sind hier keine 
Daten dargestellt. 

3.5 Darstellung der GRKs 

Da aus der Literatur hervorgeht, dass die verschiedenen GRKs durch Phosphorylierung des 

Rezeptors Einfluss auf die Signalweiterleitung des β-AR nehmen, sollte auch ihre Bedeutung 

in Bezug auf eine mögliche Signalumschaltung genauer untersucht werden. Während die 

Phosphorylierung des Rezeptors durch die GRK2 die β-Arrestin-vermittelte Desensibilisierung 

induziert, induzieren die GRK5 und GRK6 eine β-Arrestin-vermittelte Signalweiterleitung (96). 

Zunächst sollte überprüft werden, ob diese GRKs im synovialen Gewebe und den 

synovialen Fibroblasten von RA-Patienten vorhanden waren. 

Die GRK2 war stark im synovialen Gewebe der RA-Patienten vertreten (Abbildung 23). 

Auch bei den isolierten synovialen Fibroblasten waren viele Zellen, einige sogar sehr stark, 

positiv für GRK2 gefärbt (Abbildung 23). Es handelte sich um eine zytoplasmatische Färbung. 
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Abbildung 23: Immunhistologische Färbung der GRK2. Gefärbt wurde die GRK2 (grün) sowie der Zellkern (blau) in 
synovialem Gewebe (A) und synovialen Fibroblasten (B) der RA-Patienten. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Auch die GRK5 kam sowohl im synovialen Gewebe als auch in den synovialen Fibroblasten vor 

(Abbildung 24). Bei den synovialen Fibroblasten fiel auf, dass fast alle Zellen positiv für die 

GRK5 waren, jedoch keine einzelne so stark hervorstach, wie es bei der Färbung der GRK2 der 

Fall war (Vergleich Abbildung 23 und Abbildung 24). Es handelte sich um eine 

zytoplasmatische Färbung. 

 
Abbildung 24: Immunhistologische Färbung der GRK5. Gefärbt wurde die GRK5 (grün) sowie der Zellkern (blau) in 
synovialem Gewebe (A) und synovialen Fibroblasten (B) der RA-Patienten. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Das synoviale Gewebe der RA-Patienten war deutlich positiv für die GRK6 (Abbildung 25). Auch 

in den synovialen Fibroblasten konnte eine Färbung der Zellen, also das Vorhandensein der 

GRK6, erkannt werden (Abbildung 25). Diese war jedoch nur schwach ausgeprägt, weshalb 

davon auszugehen war, dass eine andere Zellart vorrangig für die deutliche Positivfärbung des 

Gewebes verantwortlich war. Außerdem war bei der Betrachtung der Färbung der isolierten 

synovialen Fibroblasten auffällig, dass die GRK6 zwar vorhanden war, jedoch nicht ganz so 

stark vertreten zu sein schien, wie die zuvor gefärbten GRK2 und GRK5 (Vergleich Abbildung 

23, Abbildung 24 und Abbildung 25). 
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Abbildung 25: Immunhistologische Färbung der GRK6. Gefärbt wurde die GRK6 (grün) sowie der Zellkern (blau) in 
synovialem Gewebe (A) und synovialen Fibroblasten (B) der RA-Patienten. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die jeweiligen GRKs in den untersuchten synovialen 

Fibroblasten vorhanden waren, sollten diese im nächsten Schritt, genauso wie einige weitere 

Schlüsselpunkte der Signalkaskade, stimuliert bzw. inhibiert werden, um deren Einfluss auf die 

Zytokine spezifisch untersuchen zu können. 

3.6 Bedeutung verschiedener Schlüsselpunkte in der 

Signalkaskade 

Um die Umschaltung des Signalweges genauer charakterisieren zu können, wurden 

verschiedene Schlüsselpunkte der Signalkaskade stimuliert oder inhibiert, bevor die zuvor 

festgelegten Proteine erneut quantifiziert wurden (Abbildung 26). Ziel war es, den Einfluss 

verschiedener Knotenpunkte besser beurteilen und den Signalweg, der zur Regulation der 

jeweiligen Proteine führt, nachvollziehen zu können. 

 
Abbildung 26: Stimulanzien zur Charakterisierung der Umschaltung des Signalweges von Gαs zu Gαi. β2-AR: 
Beta-adrenerger Rezeptor, AC: Adenylatzyklase, PKA: Proteinkinase A, GRK: G-Protein-gekoppelte 
Rezeptorkinase, MAPK: Mitogenaktivierte Proteinkinase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat. 

Formoterol (10-7 M) wurde genutzt, um den β2-AR zu stimulieren. Die daraus resultierenden 

Effekte konnten mit einer direkten Stimulation der Adenylatzyklase durch NKH 477 (10-6 M) 

verglichen werden, um zu überprüfen, ob eine Signalweiterleitung vom Rezeptor über Gαs zur 
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Adenylatzyklase erfolgte. Außerdem wurde die Phosphorylierung des Rezeptors gehemmt, 

indem die PKA durch H89 (10-5 M), GRK2/3 durch CMPD101 (10-8 M) und GRK2/5 durch CCG21 

(10-7 M) gehemmt wurden. Um zu überprüfen welche Rolle Gαi bei der Signalweiterleitung 

spielte, wurde Pertussis-Toxin (100 ng/ml) als Gαi-Inhibitor genutzt. Die Inhibitoren wurden 

jeweils auch mit dem Aktivator der Adenylatzyklase bzw. dem β-AR-Agonisten kombiniert, um 

einen Zusammenhang der verschiedenen Schlüsselpunkte untersuchen zu können. 

Im Folgenden werden Auffälligkeiten bei der Regulation der Zielparameter im Detail 

betrachtet und die wichtigsten Erkenntnisse einzeln ausgearbeitet. 

3.6.1 Die Regulation des IL-6 in Fibroblasten 

Die Regulation des IL-6 wurde genauer untersucht, da es nicht nur einer der wichtigsten 

Marker für entzündliche Vorgänge ist, sondern auch eng mit der Entstehung und dem Verlauf 

der RA verbunden ist (115,116). IL-6 kann von einer Vielzahl von Zellen des Synoviums 

produziert werden, auch wenn es hauptsächlich von Makrophagen freigesetzt wird (115,117). 

Es ist in der Lage lokale Entzündungen zu induzieren und aufrecht zu erhalten und dadurch 

auch die Zerstörung der Gelenke zu beeinflussen (115,116). Zusätzlich ist es aber auch an 

systemischen Symptomen genauso wie Komorbiditäten beteiligt, da es quasi wie ein Hormon 

auch andere Gebiete des Körpers beeinflussen kann (116). Es sind bereits Medikamente 

zugelassen, wie beispielsweise der humanisierte Anti-IL-6-Rezeptor-Antikörper Tocilizumab, 

von dem RA-Patienten durch die Unterbindung der IL-6-Signalweiterleitung profitieren 

(115,116). 

 

RA-Patienten 

Die Konzentration des IL-6 in den Überständen der unstimulierten Kontrollen der 

RA-Patienten entsprach unter Normoxie 177 pg/ml und unter Hypoxie 906 pg/ml. Unter 

Normoxie + IL-1β war die IL-6-Konzentration auf 11.183 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β auf 

18.069 pg/ml gesteigert. Diese Daten sind in den Abbildungen nicht dargestellt. 

Zunächst konnte bei den RA-Patienten beobachtet werden, dass die Regulation von IL-6 

unter den vier Bedingungen Normoxie, Hypoxie, Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β sehr 

variierte (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Abhängigkeit der IL-6-Regulation bei RA-Patienten von IL-1β und dem Sauerstoffgehalt der Luft. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, 
CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-13. Die Skala reicht unter Normoxie von 0 % bis 6.000 %, 
unter den anderen Bedingungen von 0 % bis 2.000 %. 

Während die Wirkung der Stimulanzien bzw. Inhibitoren auf die Zellen unter Hypoxie bereits 

deutlich geringer ausfiel als unter Normoxie, war sie unter zusätzlicher Stimulation durch IL-1β 

noch schwächer ausgeprägt und unter Hypoxie + IL-1β kaum mehr vorhanden (Abbildung 27). 

So lösten sich mit der Simulation einer zunehmenden entzündlichen Situation, also mit 

Hypoxie und IL-1β, die Regulationsmöglichkeiten der eingesetzten Stimulanzien auf.  

Wurde die IL-6-Regulation der RA-Patienten nach Stimulation der Adenylatzyklase unter 

den vier verschiedenen Bedingungen verglichen fiel auf, dass sie stark variierte (Abbildung 28). 
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Abbildung 28: Regulation des IL-6 durch NKH 477 bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen 
Veränderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit NKH 477, im Vergleich zu einer unstimulierten 
Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=12. 

Ohne die Zugabe von IL-1β kam es zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Konzentration, 

unter Normoxie in deutlich ausgeprägterer Weise (etwa 530%) als unter Hypoxie (etwa 200 %) 

(Abbildung 28). Wurden die Fibroblasten jedoch unter Normoxie gleichzeitig mit IL-1β 

stimuliert, ging der Effekt der stimulierten Adenylatzyklase auf die IL-6-Regulation verloren 

(Abbildung 28). Unter Hypoxie + IL-1β kam es sogar zu einer gegensätzlichen Wirkung des 

NKH 477, sodass die IL-6-Konzentration signifikant auf etwa 85 % reduziert wurde. Unter der 

entzündlichsten der getesteten Bedingungen schlug die steigernde Wirkung der stimulierten 

Adenylatzyklase in eine hemmende Wirkung um (Abbildung 28). 

Auch bei der Betrachtung der Wirkung des β-AR-Agonisten war Wichtiges zu erkennen 

(Abbildung 29). Der β-AR-Agonist allein bewirkte unter Normoxie, Normoxie + IL-1β und 

Hypoxie eine Steigerung der IL-6-Konzentration (370 %, 120 % und 150 %) (Abbildung 29). 

Unter Normoxie und Hypoxie ohne die Zugabe von IL-1β bewirkte Formoterol allein und 

zusammen mit dem Gαi-Inhibitor eine etwa gleich starke Steigerung der IL-6-Konzentration 

(Abbildung 29). Bei denselben Patienten gab es unter Normoxie + IL-1β einen signifikanten 

Unterschied zwischen der steigernden Wirkung des Formoterol allein und der Situation unter 

Kombination von Formoterol und Pertussis-Toxin (Abbildung 29). Unter Hypoxie + IL-1β kam 

es weder durch die Stimulation des β-AR noch durch Inhibition des Gαi oder deren 

Kombination zu einer signifikanten Regulation des IL-6 (Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Einfluss des Formoterol und Pertussis-Toxin auf die IL-6-Regulation bei RA-Patienten. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, 
Pertussis-Toxin, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), 
auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-13. Die Skala der y-Achse 
reicht bei Normoxie von 0 % bis 6.000 %, bei den anderen Bedingungen von 0 % bis 400 %. 

Abhängig von der untersuchten Bedingung wurde die Wirkung des β-AR-Agonisten außerdem 

von den durch die GRK-Inhibitoren regulierten Signalwegen beeinflusst (Abbildung 30). 

Während der IL-6-steigernde Effekte des β-AR-Agonisten unter Normoxie unabhängig 

von den durch die GRK-Inhibitoren regulierten Signalwegen war, wurde unter Hypoxie und 

Normoxie + IL-1β die steigernde Wirkung des β-AR-Agonisten bei Kombination mit den 

GRK-Inhibitoren aufgehoben (Abbildung 30).  
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Abbildung 30: Einfluss des Formoterol, der GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination auf die IL-6-Regulation bei 
RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit Formoterol, den GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer 
DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. 
*=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-13. Die Skala der y-Achse reicht bei Normoxie von 0 % bis 6.000 %, bei den 
anderen Bedingungen von 0 % bis 500 %. 

 

Gesunde 

Die IL-6-Konzentrationen der unstimulierten Kontrollen der Gesunden entsprachen unter 

Normoxie 975 pg/ml, unter Hypoxie 751 pg/ml, unter Normoxie + IL-1β 30.656 pg/ml und 

unter Hypoxie + IL-1β 26.967 pg/ml. Diese Daten sind in den nachfolgenden Abbildungen nicht 

dargestellt.  

Bei den Gesunden kam es sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie zu 

signifikanten Regulationen des IL-6 (Abbildung 31). Auffällig war jedoch, dass unter 

Hypoxie + IL-1β die meisten signifikanten Regulationen auftraten und dies auch dann, wenn 

die unterschiedlichen Stimulanzien und Inhibitoren direkt miteinander verglichen wurden 

(Abbildung 31). Unter Normoxie + IL-1β konnte dagegen kein getestetes Reagenz eine 

signifikante Regulation bewirken (Abbildung 31). 
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Abbildung 31: Abhängigkeit der IL-6-Regulation bei Gesunden von IL-1β und dem Sauerstoffgehalt der Luft. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, 
CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5. 

Der Aktivator der Adenylatzyklase allein bewirkte bei den Gesunden unter keiner der 

untersuchten Bedingungen eine signifikante Regulation des IL-6 (Abbildung 32). Nur unter der 

Bedingung mit der stärksten Entzündung unter Hypoxie + IL-1β konnte durch die Kombination 

des NKH 477 mit dem PKA-Inhibitor eine Steigerung des IL-6 auf 120 % detektiert werden, die 

sich signifikant von der Stimulation der Fibroblasten mit dem Aktivator der Adenylatzyklase 

allein unterschied (Abbildung 32).  
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Abbildung 32: Abhängigkeit der IL-6-Regulation bei Gesunden von NKH 477, H89 und deren Kombination. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
NKH 477, H89 und deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5. 

Die Bedeutung der untersuchten Bedingungen auf die IL-6-Regulation bei Gesunden wurde 

auch bei der einzelnen Betrachtung der Wirkung des β-AR-Agonisten und des Gαi-Inhibitors 

deutlich (Abbildung 33). Während Formoterol unter Normoxie und Normoxie + IL-1β keine 

signifikante Regulation des IL-6 bewirkte, kam es unter Hypoxie und Hypoxie + IL-1β zu einer 

gesteigerten IL-6-Konzentration von 230 % und 140 % (Abbildung 33). 
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Abbildung 33: Einfluss des Formoterol und Pertussis-Toxin sowie deren Kombination auf die IL-6-Regulation bei 
Gesunden. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit Formoterol, Pertussis-Toxin sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. 
DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5. 

Der Gαi-Inhibitor hatte unter Normoxie eine antiinflammatorische, IL-6-hemmende Wirkung 

(50 %) (Abbildung 33). Bei Simulation einer Entzündung unter Normoxie durch IL-1β wurde 

diese Regulation des IL-6 jedoch aufgehoben (Abbildung 33). Durch Sauerstoffmangel wurde 

die Wirkung des Gαi-Inhibitors in die Gegenrichtung umgeschaltet und es kam mit und ohne 

IL-1β zu einer steigernden, proinflammatorischen Wirkung (Abbildung 33). Unter Hypoxie 

wurde die IL-6-Konzentration bei Inhibition des Gαi auf etwa 200 % gesteigert, während sie 

unter Hypoxie + IL-1β auf etwa 145 % gesteigert wurde (Abbildung 33). 

Beim Betrachten der Wirkung des Formoterol und des Pertussis-Toxin fiel außerdem auf, 

dass deren Kombination unter keiner der getesteten Bedingungen zu einer signifikanten 

Regulation des IL-6 führte (Abbildung 33). Durch Kombination der beiden Reagenzien wurden 

demnach etwaige Regulationen des IL-6, welche die Reagenzien einzeln bewirkten, 

aufgehoben (Abbildung 33). 
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Auch beim Betrachten des Formoterol kombiniert mit den GRK-Inhibitoren konnte 

beobachtet werden, dass sich die Signalwege, die durch die Reagenzien reguliert wurden, 

gegenseitig in ihrer Wirkung auf die Regulation des IL-6 beeinflussten (Abbildung 34). 

 

Abbildung 34 Einfluss des Formoterol, der GRK-Inhibitoren sowie deren Kombination auf die IL-6-Regulation bei 
Gesunden. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit Formoterol, den GRK-Inhibitoren sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer 
DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. 
*=p<0,05. n(FLN)=5. 

Der GRK2/5-Inhibitor bewirkte unter keiner der untersuchten Bedingungen eine signifikante 

Regulation des IL-6 und der durch ihn regulierte Signalweg nahm auch keinen Einfluss auf die 

Regulation des IL-6 durch den β-AR-Agonisten (Abbildung 34). Im Gegensatz dazu 

beeinflussten sich die Signalwege, die durch den β-AR-Agonisten und den GRK2/3-Inhibitor 

reguliert wurden, gegenseitig in ihrer Wirkung auf die Regulation des IL-6 (Abbildung 34). Die 

unter Normoxie gesteigerte Konzentration des IL-6 durch den GRK2/3-Inhibitor wurde bei 

zusätzlicher Stimulation mit Formoterol aufgehoben (Abbildung 34). Unter Hypoxie und 

Hypoxie + IL-1β dagegen wurde die steigernde Wirkung des Formoterol auf die 

IL-6-Konzentration durch die Kombination des β-AR-Agonisten mit dem GRK2/3-Inhibitor 

aufgehoben (Abbildung 34). 



Ergebnisse 

 

85 
 

Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Beim Vergleich der RA-Patienten mit den Gesunden war auffällig, dass unter Normoxie 

deutlich mehr signifikante Unterschiede in der Regulation des IL-6 detektiert werden konnten 

als unter den anderen getesteten Bedingungen (Abbildung 35 bis Abbildung 38). Durch 

Simulation einer Entzündung mit IL-1β oder/und Hypoxie bewirkte jeweils nur noch ein 

einziges Reagenz eine signifikant unterschiedliche Regulation des IL-6 zwischen den 

RA-Patienten und den Gesunden (Abbildung 36 bis Abbildung 38).  

Unter Normoxie wurde IL-6 bei den RA-Patienten und Gesunden durch den Aktivator 

der Adenylatzyklase allein und in Kombination mit dem PKA-Inhibitor sowie den 

β-AR-Agonisten kombiniert mit dem Gαi-Inhibitor und Formoterol zusammen mit den 

GRK-Inhibitoren unterschiedlich reguliert (Abbildung 35). Während bei den RA-Patienten 

jeweils eine (hoch-)signifikante Steigerung der IL-6-Konzentration beobachtet werden konnte 

war bei den Gesunden durch dieselben Reagenzien kein signifikanter Unterschied in der 

Regulation des IL-6, verglichen mit der unstimulierten Kontrolle, detektierbar (Abbildung 35). 

Besonders stark ausgeprägt war der Unterschied zwischen den Gesunden und RA-Patienten 

in der IL-6-Regulation beispielsweise bei Stimulation der Adenylatzyklase (Abbildung 35). Der 

Median der RA-Patienten lag bei ca. 430 %, wohingegen er bei den Gesunden lediglich bei 

etwa 120 % lag (Abbildung 35). 

 

Abbildung 35: Unterschiedliche Regulation des IL-6 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: 
RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: 
GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=11-12. 
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Unter Hypoxie führte die Hemmung des Gαi bei Gesunden zu einer signifikanten Steigerung 

der IL-6-Konzentration (200 %), während bei den RA-Patienten keine Regulation detektiert 

werden konnte (Abbildung 36). Die IL-6-Konzentration der beiden Gruppen unterschied sich 

hochsignifikant (Abbildung 36). 

 

Abbildung 36: Unterschiedliche Regulation des IL-6 bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit Pertussis-Toxin, im Vergleich zu 
einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, 
**=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=11. 

Unter Normoxie + IL-1β war der GRK2/3-Inhibitor das einzige Reagenz, das die RA-Patienten 

und die Gesunden signifikant unterschiedlich regulierte, obwohl er jeweils keine signifikante 

Regulation des IL-6 verglichen mit der unstimulierten Kontrolle bewirkte (Abbildung 37). 

 

Abbildung 37: Unterschiedliche Regulation des IL-6 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit CMPD, im Vergleich 
zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. CMPD: GRK2/3-Inhibitor. *=p<0,05. 
n(FLN)=5, n(RA)=12. 

Unter Hypoxie + IL-1β konnte der einzige signifikante Unterschied in der Regulation des IL-6 

zwischen den RA-Patienten und den Gesunden durch den β-AR-Agonisten beobachtet 

werden. Während er die IL-6-Konzentration bei den Gesunden auf 140 % steigerte, 
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unterschied sich die IL-6-Konzentration im Überstand der RA-Patienten nach der Stimulation 

mit Formoterol nicht von jener der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 38). 

 

Abbildung 38: Unterschiedliche Regulation des IL-6 bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit Formoterol, im 
Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. Form: β-AR-Agonist. *=p<0,05. 
n(FLN)=5, n(RA)=12. 

Beim Vergleich der Regulationen des IL-6 zwischen den RA-Patienten und den Gesunden unter 

Hypoxie + IL-1β wurde außerdem ein wichtiger Unterschied deutlich. In Abbildung 27 wurde 

gezeigt, dass bei den RA-Patienten die meisten Regulationsmechanismen des IL-6 bei 

Hypoxie + IL-1β abgeschaltet wurden. Für die Gesunden konnte dagegen gezeigt werden, dass 

unter dieser Bedingung die meisten signifikanten Regulationen auftraten (Abbildung 31). 

Während die Simulation des entzündlichen Gewebes im hypoxischen Kniegelenk bei den 

RA-Patienten also eine mögliche Regulation der Gαs-/Gαi-Pfade verhinderte, schien die 

Regulation dieser Pfade bei Gesunden erst unter dieser Bedingung richtig eingeschaltet zu 

werden (Vergleich Abbildung 27 und Abbildung 31).  

3.6.2 Die Regulation des Osteoprotegerins in Fibroblasten 

Osteoprotegerin spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der RA (118–120). Bei 

RA-Patienten konnte sowohl eine erhöhte Expression des Osteoprotegerins als auch ein 

erhöhtes Serumlevel im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (119). Im 

Zusammenspiel mit RANKL ist Osteoprotegerin an der Regulation der Knochenbildung und 

Knochenresorption beteiligt (120). Osteoprotegerin hemmt die Bildung von Osteoklasten und 

damit die Knochenerosion (118). 
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RA-Patienten 

Bei der Messung des Osteoprotegerins entsprachen die unstimulierten Kontrollen der 

RA-Patienten unter Normoxie einer Konzentration von 531 pg/ml und unter Hypoxie war sie 

nur minimal auf 570 pg/ml gesteigert. Unter Normoxie + IL-1β betrug die Konzentration des 

Osteoprotegerins 3.557 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 2.389 pg/ml. Diese Daten sind in den 

folgenden Abbildungen nicht dargestellt. 

Beim Betrachten der einzelnen Stimulanzien konnte eine deutliche Abhängigkeit der 

Wirkung des NKH 477 von den getesteten Bedingungen erkannt werden (Abbildung 39). Die 

Aktivierung der Adenylatzyklase führte unter Normoxie bei den RA-Patienten zu einer 

enormen Steigerung (580 %) der Osteoprotegerin-Konzentration (Abbildung 39). Auch unter 

Hypoxie und Normoxie + IL-1β konnte eine signifikante Steigerung der 

Osteoprotegerin-Konzentration detektiert werden, wenn auch deutlich geringer als unter 

Normoxie (310 % bzw. 170 %) (Abbildung 39). Unter Hypoxie mit zusätzlicher Stimulation der 

Zellen durch IL-1β dagegen wurde die Osteoprotegerin-Konzentration durch Stimulation der 

Adenylatzyklase auf unter 70 % gehemmt (Abbildung 39). Die cAMP-Wirkung hatte unter 

Hypoxie + IL-1β, im Gegensatz zu den anderen getesteten Bedingungen, eine 

proinflammatorische, knochenschädigende, Osteoprotegerin-hemmende Wirkung 

(Abbildung 39). Ein ähnliches Bild konnte zuvor bei der Messung der IL-6-Konzentration bei 

RA-Patienten nach Stimulation der Adenylatzyklase in Abbildung 28 beobachtet werden. 

 
Abbildung 39: Regulation des Osteoprotegerins durch NKH 477 bei RA-Patienten. Dargestellt sind die 
prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit NKH 477, im Vergleich zu einer 
unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=9-13. 
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Außerdem war bei der Regulation des Osteoprotegerins bei den RA-Patienten auffällig, dass 

die Aktivierung der Adenylatzyklase andere Auswirkungen hatte als der β-AR-Agonist 

(Abbildung 40).  

 

Abbildung 40: Regulation des Osteoprotegerins durch NKH 477 und Formoterol bei RA-Patienten. Dargestellt sind 
die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=8-13. 

Unter Normoxie und Hypoxie konnte jeweils eine hochsignifikante Steigerung der 

Osteoprotegerin-Konzentration durch den β-AR-Agonisten und den Aktivator der 

Adenylatzyklase beobachtet werden (Abbildung 40). Die Steigerung der 

Osteoprotegerin-Konzentration war durch Formoterol jedoch signifikant geringer als durch 

NKH 477 (265 % und 575 % bzw. 185 % und 310 %) (Abbildung 40). Unter Normoxie + IL-1β 

dagegen war die Steigerung der Osteoprotegerin-Konzentration durch NKH 477 und 

Formoterol nicht signifikant unterschiedlich (175 % und 215 %) (Abbildung 40).  

Unter Hypoxie + IL-1β regulierten der Aktivator der Adenylatzyklase und der 

β-AR-Agonist das Osteoprotegerin in gegensätzliche Richtungen (Abbildung 40). Während 

NKH 477 bei RA-Patienten eine Hemmung auf etwa 70 % bewirke, steigerte Formoterol die 

Konzentration des Osteoprotegerins auf 260 % (Abbildung 40).  
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Eine weitere wichtige Beobachtung war, dass bei den RA-Patienten unter allen 

getesteten Bedingungen durch die Stimulation der Fibroblasten mit H89 eine verminderte 

Osteoprotegerin-Konzentration von 40 % bis 60 % detektiert werden konnte. Deshalb war 

davon auszugehen, dass die PKA an der Regulation des Osteoprotegerins beteiligt war 

(Abbildung 41). 

 
Abbildung 41: Regulation des Osteoprotegerins durch NKH 477 und H89 sowie deren Kombination bei 
RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. 
NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=8-13. 

Bei RA-Patienten wurde die cAMP-bedingte Steigerung des Osteoprotegerins durch die 

Aktivierung der Adenylatzyklase bei gleichzeitiger Hemmung der PKA unter Normoxie, 

Hypoxie und Normoxie + IL-1β deutlich abgeschwächt (Abbildung 41). Unter allen 

Bedingungen kam es zu einem signifikanten Unterschied zwischen der alleinigen Stimulation 

der Adenylatzyklase und der Kombination mit dem PKA-Inhibitor (Abbildung 41). Das spricht 

dafür, dass die PKA unter diesen Bedingungen am steigernden Effekt der Adenylatzyklase auf 

die Osteoprotegerin-Konzentration beteiligt war. 

Bei Kombination des Aktivators der Adenylatzyklase mit dem PKA-Inhibitor unter 

Hypoxie mit zusätzlicher Stimulation der Zellen mit IL-1β wirkte der PKA-Inhibitor der 
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NKH 477-Wirkung nicht mehr entgegen, sondern verstärkte diese (Abbildung 41). Die 

Aktivierung der Adenylatzyklase verminderte die Konzentration des Osteoprotegerins auf 

etwa 70 %, die Hemmung der PKA auf etwa 60 % (Abbildung 41). Bei der Kombination der 

beiden Reagenzien wurde nur noch etwa 50 % der Osteoprotegerin-Konzentration der 

unstimulierten Kontrollen detektiert, was sich signifikant von der Stimulation der 

Adenylatzyklase allein unterschied (Abbildung 41). 

Der Einfluss des durch den PKA-Inhibitor regulierten Signalweges auf die Wirkung der 

aktivierten Adenylatzyklase auf Osteoprotegerin variierte stark unter den verschiedenen 

Bedingungen (Abbildung 41). Während sich die Osteoprotegerin-Konzentration durch 

NKH 477 allein und in Kombination mit H89 unter Normoxie um 405 % unterschied, waren es 

unter Hypoxie + IL-1β nur noch 20 % (Abbildung 41). 

Beim Betrachten der RA-Patienten fiel außerdem auf, dass der durch den 

β-AR-Agonisten regulierte Signalweg in seiner Wirkung auf Osteoprotegerin nicht signifikant 

von dem des Gαi-Inhibitors beeinflusst wurde (Abbildung 42). 

 

Abbildung 42: Regulation des Osteoprotegerins durch Formoterol und Pertussis-Toxin sowie deren Kombination 
bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), 
auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=8-13. 
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Formoterol bewirkte bei den RA-Patienten unter allen Bedingungen eine signifikante 

Steigerung der Osteoprotegerin-Konzentration (Abbildung 42). Der Gαi-Inhibitor hemmte 

unter jeder der getesteten Bedingung die Osteoprotegerin-Konzentration (Abbildung 42). Bei 

Kombination der beiden Reagenzien konnten signifikante Unterschiede zu der Wirkung des 

Pertussis-Toxin allein festgestellt werden, nicht aber zu der Wirkung des Formoterol allein 

(Abbildung 42). Dies zeigte, dass der Gαi-Pfad für die Regulation des Osteoprotegerins über 

den β-AR keine entscheidende Rolle spielte. 

Wie auch für andere getestete Proteine gezeigt wurde, hatten die GRKs auch auf die 

Regulation des Osteoprotegerins einigen Einfluss (Abbildung 43).  

 
Abbildung 43: Regulation des Osteoprotegerins durch Formoterol, GRK-Inhibitoren sowie deren Kombination bei 
RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit Formoterol, GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle 
(100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. 
n(RA)=8-13. 

Der GRK2/3-Inhibitor und der GRK2/5-Inhibitor allein steigerten die 

Osteoprotegerin-Konzentration nur unter Normoxie (175 % und 155 %), Normoxie + IL-1β 

(155 % und 180 %) und Hypoxie + IL-1β (250 % und 255 %) signifikant (Abbildung 43). Bei 

Sauerstoffmangel war durch die Hemmung der GRKs keine Stabilisierung der Rezeptorwirkung 
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möglich, dementsprechend auch keine gesteigerte Konzentration des Osteoprotegerins. Dies 

wurde durch Simulation einer gesteigerten Entzündung durch IL-1β behoben und die 

Steigerung der Osteoprotegerin-Konzentration fiel untere Hypoxie + IL-1β sogar stärker aus 

als unter Normoxie und Normoxie + IL-1β (Abbildung 43). 

Bei kombinierter Stimulation der Zellen mit dem β-AR-Agonisten und den 

GRK-Inhibitoren traten keine signifikanten Unterschiede zur alleinigen Stimulation der Zellen 

mit Formoterol auf (Abbildung 43). Die Wirkung des β-AR-Agonisten auf Osteoprotegerin war 

demnach unabhängig von den Signalwegen, die durch die GRK-Inhibitoren reguliert wurden. 

Beim Vergleich der Regulation des Osteoprotegerins mit der Regulation der anderen 

Zytokine war auffällig, dass es das einzige Protein war, bei dem unter allen getesteten 

Bedingungen starke Regulationen durch die Stimulanzien und Inhibitoren auftraten. Die 

regulierenden Effekte der Reagenzien auf Osteoprotegerin wurden weder durch 

verminderten Sauerstoffgehalt noch durch zusätzliche Stimulation mit IL-1β aufgehoben. 

 

Gesunde 

Bei den Gesunden betrug die Osteoprotegerin-Konzentration der unstimulierten Kontrollen 

unter Normoxie 5.297 pg/ml und unter Hypoxie, kaum erhöht, 5.426 pg/ml. Unter 

Normoxie + IL-1β wurde 8.581 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 5.991 pg/ml Osteoprotegerin 

in den unstimulierten Kontrollen detektiert. Diese Daten sind in den folgenden Abbildungen 

nicht dargestellt. 

Von den getesteten Reagenzien bewirkten bei den Gesunden nur sehr wenige eine 

signifikante Regulation des Osteoprotegerins, unter Hypoxie + IL-1β kein einziges (Abbildung 

44). Während bei den RA-Patienten das Osteoprotegerin stark durch Gαs- und Gαi-Pfade 

reguliert wurde, galt dies nicht für die Gesunden (Abbildung 39, Abbildung 42 und Abbildung 

44).  

Bei denjenigen Reagenzien, die Osteoprotegerin bei Gesunden regulierten, war auffällig, 

dass sie alle eine hemmende Wirkung hatten, die zu einer verminderten Konzentration des 

Osteoprotegerins führten und damit den schützenden Effekt auf die Knochen reduzierten 

(Abbildung 44). 
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Abbildung 44: Abhängigkeit der Osteoprotegerin-Regulation bei Gesunden von IL-1β und dem Sauerstoffgehalt 
der Luft. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten 
mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. 
NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: 
GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=4-5. 

Unter Normoxie war der Aktivator der Adenylatzyklase das einzige Reagenz, das eine 

signifikante Hemmung der Osteoprotegerin-Konzentration bewirkte (75 %) (Abbildung 44 und 

Abbildung 45). Auch unter Hypoxie hemmte er die Osteoprotegerin-Konzentration signifikant 

(60 %), während er durch Simulation einer Entzündung mit IL-1β seine Wirkung auf 

Osteoprotegerin verlor (Abbildung 45). 
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Abbildung 45: Regulation des Osteoprotegerins durch NKH 477 und H89 sowie deren Kombination bei Gesunden. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
NKH 477, H89 sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5. 

Die Hemmung der PKA hatte allein keinen signifikanten Einfluss auf die Regulation des 

Osteoprotegerins (Abbildung 45). Durch die Kombination des PKA-Inhibitors mit dem 

Aktivator der Adenylatzyklase konnten jedoch Regulationen detektiert werden, die sich von 

denen der Reagenzien einzeln unterschieden (Abbildung 45). Unter Normoxie wurde die 

hemmende Wirkung des NKH 477 durch Hemmung der PKA aufgehoben (Abbildung 45). Unter 

Hypoxie und Normoxie + IL-1β dagegen konnte durch die Kombination der Reagenzien eine 

negative Regulation des Osteoprotegerins beobachtet werden, die sich signifikant von der 

Wirkung des H89 allein unterschied (65 % und 70 %) (Abbildung 45). Unter Hypoxie + IL-1β 

verloren beide Reagenzien, allein und in Kombination, ihre Wirkung auf die Regulation des 

Osteoprotegerins (Abbildung 45). 

Beim Vergleich der Wirkung des Aktivators der Adenylatzyklase und des β-AR-Agonisten 

wurde deutlich, dass sie unterschiedlichen Einfluss auf die Osteoprotegerin-Regulation bei 

Gesunden hatten (Abbildung 46). 
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Abbildung 46: Regulation des Osteoprotegerins durch NKH 477 und Formoterol bei Gesunden. Dargestellt sind die 
prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist. *=p<0,05. n(FLN)=4-5. 

Während der Aktivator der Adenylatzyklase bei den Gesunden unter Normoxie und Hypoxie 

eine Hemmung der Osteoprotegerin-Konzentration bewirkte (75 % und 60 %), hatte der 

β-AR-Agonist unter keiner der getesteten Bedingungen signifikante Effekte auf die Regulation 

des Osteoprotegerins, konnte also keine cAMP-bedingte Hemmung des Osteoprotegerins 

bewirken (Abbildung 46). Dennoch war die Regulation des Osteoprotegerins durch den 

Aktivator der Adenylatzyklase und den β-AR-Agonisten nur unter Normoxie signifikant 

unterschiedlich (Abbildung 46). 

Der β-AR-Agonist bewirkte nur unter Normoxie + IL-1β kombiniert mit dem Gαi-Inhibitor 

eine signifikante Regulation des Osteoprotegerins (Abbildung 47). Die beiden Reagenzien 

hatten einzeln jeweils unter keiner der untersuchten Bedingungen einen signifikanten Einfluss 

auf die Osteoprotegerin-Regulation (Abbildung 44). Auch in Kombination regulierten sie 

Osteoprotegerin unter keiner anderen Bedingung als unter Normoxie + IL-1β, bei der eine 

Hemmung der Osteoprotegerin-Konzentration auf 90 % der unstimulierten Kontrolle 

detektiert werden konnte (Abbildung 44 und Abbildung 47).  
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Abbildung 47: Regulation des Osteoprotegerins durch Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination bei 
Gesunden unter Normoxie + IL-1β. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. 
Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, Pertussis-Toxin sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer 
unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05. 
n(FLN)=5. 

 

Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Beim Vergleich der Regulation des Osteoprotegerins bei den RA-Patienten und den Gesunden 

konnten viele signifikante Unterschiede unter allen Bedingungen detektiert werden, mehr als 

bei den anderen untersuchten Proteinen. 

Unter Normoxie waren alle Regulationen des Osteoprotegerins bei den RA-Patienten 

und den Gesunden signifikant unterschiedlich, außer bei der alleinigen Hemmung des Gαi 

durch Pertussis-Toxin (Abbildung 48). Der Gαi-Inhibitor war das einzige Reagenz, das unter 

keiner der getesteten Bedingungen eine signifikant unterschiedliche Regulation des 

Osteoprotegerins bei den RA-Patienten und den Gesunden bewirkte. 
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Abbildung 48: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, 
CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=4-5, n(RA)=8-9. 

Am stärksten war der Unterschied in der Regulation des Osteoprotegerins zwischen den 

RA-Patienten und den Gesunden unter Normoxie durch den Aktivator der Adenylatzyklase 

(Abbildung 48). Während NKH 477 die Konzentration des Osteoprotegerins bei den Gesunden 

auf 75 % hemmte, steigerte es die Konzentration bei den RA-Patienten auf 575 % (Abbildung 

48). 

Unter Hypoxie wurde das Osteoprotegerin signifikant unterschiedlich bei den 

RA-Patienten und den Gesunden durch den Aktivator der Adenylatzyklase, den 

β-AR-Agonisten, den Gαi-Inhibitor kombiniert mit Formoterol und den PKA-Inhibitor allein 

und zusammen mit NKH 477 reguliert (Abbildung 49). 
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Abbildung 49: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor. 
*=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=11-12. 

Wie zuvor unter Normoxie bewirkte auch unter Hypoxie der Aktivator der Adenylatzyklase 

den größten Unterschied in der Regulation des Osteoprotegerins bei RA-Patienten und 

Gesunden (Abbildung 49). Auch unter dieser Bedingung wurde die Konzentration des 

Osteoprotegerins durch NKH 477 bei den Gesunden gehemmt (60 %) und bei den 

RA-Patienten gesteigert (310 %) (Abbildung 49). 

Unter Normoxie + IL-1β wurde Osteoprotegerin durch alle getesteten Reagenzien 

signifikant unterschiedlich bei den RA-Patienten und den Gesunden reguliert, außer durch den 

Gαi-Inhibitor, den PKA-Inhibitor zusammen mit dem Aktivator der Adenylatzyklase und der 

Kombination des GRK2/5-Inhibitor mit dem β-AR-Agonisten (Abbildung 50).  
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Abbildung 50: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden und RA-Patienten unter 
Normoxie + IL-1β. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), 
auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: 
PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=12-13. 

Hochsignifikant unterschiedlich war beispielsweise die Regulation des Osteoprotegerins unter 

Normoxie + IL-1β durch den β-AR-Agonisten (Abbildung 50). Während bei den Gesunden 

keine signifikante Regulation detektiert werden konnte bewirkte er bei den RA-Patienten eine 

gesteigerte Konzentration des Osteoprotegerins auf 215 % (Abbildung 50). 

Auch unter Hypoxie + IL-1β wurde Osteoprotegerin durch die meisten getesteten 

Reagenzien bei den RA-Patienten signifikant unterschiedlich zu den Gesunden reguliert 

(Abbildung 51). Neben dem β-AR-Agonisten allein und in Kombination mit dem Gαi-Inhibitor 

bewirkten außerdem der PKA-Inhibitor allein und kombiniert mit dem Aktivator der 

Adenylatzyklase sowie der GRK2/3-Inhibitor in Kombination mit dem β-AR-Agonisten und der 

GRK2/5-Inhibitor allein und zusammen mit Formoterol eine signifikant unterschiedliche 

Regulation des Osteoprotegerin bei den RA-Patienten und den Gesunden (Abbildung 51). 
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Abbildung 51: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden und RA-Patienten unter 
Hypoxie + IL-1β. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), 
auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: 
PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=12-13. 

Unter Hypoxie + IL-1β unterschied sich die Regulation des Osteoprotegerins zwischen den 

RA-Patienten und den Gesunden am stärksten durch kombinierte Stimulation der Fibroblasten 

mit dem Gαi-Inhibitor und dem β-AR-Agonisten (Abbildung 51). Während die beiden 

Reagenzien bei den Gesunden eine verminderte Konzentration des Osteoprotegerins von 

80 % bewirkten, steigerten sie die Osteoprotegerin-Konzentration bei den RA-Patienten auf 

320 % (Abbildung 51). 

Obwohl bei den Gesunden kaum signifikante Regulationen des Osteoprotegerins durch 

die Behandlung der Zellen mit den getesteten Reagenzien auftraten, waren diese meist 

gegensätzlich zu den Regulationen, die durch dieselben Reagenzien bei den RA-Patienten 

auftraten (Abbildung 52). 
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Abbildung 52: Gegensätzliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden und RA-Patienten. Dargestellt sind 
die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit NKH 477, H89, sowie 
deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, 
rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001, §=p<0,1. n(FLN)=5, 
n(RA)=9-13. 

Eine gegensätzliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden und RA-Patienten war 

beispielsweise durch die Stimulation der Adenylatzyklase detektierbar (Abbildung 52). Unter 

Normoxie bewirkte NKH 477 bei den RA-Patienten eine Steigerung der 

Osteoprotegerin-Konzentration auf etwa 575 % und hemmte sie bei den Gesunden auf ca. 

75 % (Abbildung 52). Ähnliches konnte auch unter Hypoxie bei alleiniger Stimulation der 

Adenylatzyklase beobachtet werden (310 % bzw. 65 %) oder bei Kombination mit dem 

PKA-Inhibitor (170 % bzw. 70 %) (Abbildung 52). 

3.6.3 Die Regulation des PAI-1 in Fibroblasten 

PAI-1 ist von entscheidender Bedeutung bei der Regulation des fibrinolytischen Systems, 

indem es die biologische Aktivität des Urokinase-Plasminogenaktivators und des 

Gewebeplasminogenaktivators kontrolliert und dadurch die Umwandlung des Plasminogen zu 

Plasmin hemmt (121–124). Obwohl die Hauptaufgabe des PAI-1 in der Inhibition der 

Fibrinolyse liegt ist es auch an einer Vielzahl anderer Prozesse beteilig. Unter anderem ist PAI-1 

mit rheumatoider Arthritis, Atherosklerose und Tumorangiogenese assoziiert (122–127). 
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Die Expression des PAI-1 ist im Gewebe der RA-Patienten erhöht und wird unter 

anderem durch lokale proinflammatorische Zytokine beeinflusst (126,127). Ein erhöhter 

PAI-1-Spiegel ist mit der Krankheitsaktivität, einer verminderten Fibrinolyse und einem 

erhöhten kardiovaskulären Risiko assoziiert (125,126,128). Neben vielen anderen Zellen sind 

auch synoviale Fibroblasten der RA-Patienten in der Lage große Mengen des PAI-1 zu 

produzieren (122). 

 

RA-Patienten 

Bei der Messung des PAI-1 entsprachen die unstimulierten Kontrollen der RA-Patienten unter 

Normoxie einer Konzentration von 1.275 pg/ml, unter Hypoxie von 5.002 pg/ml. Unter 

Normoxie + IL-1β betrug die PAI-1-Konzentration 2.992 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 

5.073 pg/ml. Diese Daten sind in den folgenden Abbildungen nicht dargestellt. 

Bei der PAI-1-Regulation der RA-Patienten war besonders auffällig, dass unter 

Normoxie + IL-1β jedes getestete Reagenz eine signifikante Regulation bewirkte (Abbildung 

53). 



Ergebnisse 

 

104 
 

 
Abbildung 53: Regulation des PAI-1 bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten 
bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, 
H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=10-13. 

Die durch alle getesteten Stimulanzien signifikante Regulation des PAI-1 bei RA-Patienten war 

allerdings nur unter Normoxie + IL-1β nachweisbar. Während ohne IL-1β deutlich weniger 

Reagenzien signifikante Effekte hervorriefen, fiel der Effekt der Stimulanzien und Inhibitoren 

unter Hypoxie und Hypoxie + IL-1β noch geringer aus, bzw. war in den meisten Fällen nicht 

mehr signifikant (Abbildung 53). Der verminderte Sauerstoffgehalt hemmte die 

Regulationsmöglichkeiten des PAI-1 über die untersuchten Pfade. 

Beim Betrachten der Regulation des PAI-1 fiel außerdem auf, dass der PKA-Inhibitor eine 

wichtige Rolle spielte, die stark von der Bedingung abhing, unter der die Zellen stimuliert 

wurden (Abbildung 54). 
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Abbildung 54: Regulation des PAI-1 durch H89 bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen 
Veränderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit H89, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle 
(100 %), auftraten. H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001, §=p<0,1. n(RA)=11-13. 

Ohne die Zugabe von IL-1β bewirkte der PKA-Inhibitor eine signifikante bzw. hochsignifikante 

Reduzierung der PAI-1-Konzentration unter Normoxie auf etwa 65 % und unter Hypoxie auf 

etwa 70 % (Abbildung 54). Unter Hypoxie + IL-1β verlor H89 seine Wirkung auf PAI-1 und es 

konnte keine signifikante Regulation mehr detektiert werden (Abbildung 54). Besonders 

auffällig war jedoch, dass unter Normoxie + IL-1β eine gegensätzliche Regulation auftrat als 

unter den Bedingungen ohne IL-1β, die zu jeder anderen getesteten Bedingung signifikant 

unterschiedlich war (Abbildung 54). In diesem Fall wurde die Konzentration des PAI-1 nicht 

gehemmt, sondern gesteigert (etwa 115 %) (Abbildung 54). 

Beim Vergleich der Regulation des PAI-1 durch Behandlung der Zellen mit dem 

PKA-Inhibitor allein und dessen Kombination mit dem Aktivator der Adenylatzyklase war 

auffällig, dass es unter allen getesteten Bedingungen zu signifikanten Unterschieden kam 

(Abbildung 55). 
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Abbildung 55: Regulation des PAI-1 durch NKH 477, H89 und deren Kombination bei RA-Patienten. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit NKH 477, H89, 
sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=10-13. 

Verglich man jedoch NKH 477 allein und dessen Kombination mit H89, so unterschied sich die 

Regulation in keinem der getesteten Fälle (Abbildung 55). Der durch H89 regulierte Signalweg 

beeinflusste die Wirkung des NKH 477 auf PAI-1 demnach nicht. Dass der 

Adenylatzyklase-Aktivator unter allen Bedingungen, allein sowie in Kombination mit dem 

PKA-Inhibitor, eine signifikante Hemmung des PAI-1 bewirkte, zeigte den starken Einfluss der 

Adenylatzyklase auf die Regulation des PAI-1 bei RA-Patienten (Abbildung 55).  

Außerdem hemmte der Gαi-Inhibitor die PAI-1-Konzentration bei den RA-Patienten 

unter allen Bedingungen signifikant (Abbildung 56). Ein funktionierendes Gαi spielte demnach 

ebenfalls eine große Rolle bei der steigernden Regulation des PAI-1. 
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Abbildung 56: Regulation des PAI-1 durch Pertussis-Toxin bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen 
Veränderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit Pertussis-Toxin, im Vergleich zu einer unstimulierten 
Kontrolle (100 %), auftraten. PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-13. 

Obwohl unter allen Bedingungen eine signifikante Verminderung der Konzentration des PAI-1 

durch die Inhibition des Gαi induziert wurde, bestand ein signifikanter Unterschied zwischen 

der Regulation mit und ohne Zugabe von IL-1β (Abbildung 56). Während die Konzentration 

des PAI-1 unter Normoxie und Hypoxie ohne IL-1β durch den Gαi-Inhibitor jeweils auf knapp 

60 % vermindert wurde, reduzierte sich die Konzentration bei Zugabe von IL-1β unter beiden 

Bedingungen jeweils nur auf etwa 75 % des Wertes der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 

56). Die Simulation einer gesteigerten Entzündung durch IL-1β verminderte den Einfluss des 

Pertussis-Toxins auf die Regulation des PAI-1 stark (Abbildung 56). 

Beim detaillierten Betrachten der Regulation des PAI-1 durch die GRK-Inhibitoren bei 

den RA-Patienten konnte erneut eine starke Abhängigkeit vom Sauerstoffgehalt der Luft und 

der zusätzlichen Stimulation mit IL-1β beobachtet werden (Abbildung 57). Unter Normoxie 

und unter Normoxie + IL-1β konnte eine signifikante Regulation des PAI-1 durch die 

GRK-Inhibitoren detektiert werden. Während beide GRK-Inhibitoren unter Normoxie eine 

Steigerung der PAI-1-Konzentration bewirkten (190 % bzw. 170 %), verhielt es sich bei 

zusätzlicher Stimulation mit IL-1β gegensätzlich (Abbildung 57). Bei Simulation der 

gesteigerten Entzündung durch IL-1β unter Normoxie bewirkte die Stimulation der 

Fibroblasten mit CMPD eine verminderte Konzentration des PAI-1 von etwa 75 %, CCG 

bewirkte eine verminderte Konzentration von knapp 90 % (Abbildung 57). Eine ebenfalls 
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gegensätzliche Regulation unter Normoxie und Normoxie + IL-1β konnte zuvor bereits in 

Abbildung 54 durch die Stimulation der Fibroblasten mit dem PKA-Inhibitor beobachtet 

werden. 

 
Abbildung 57: Regulation des PAI-1 durch GRK-Inhibitoren bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen 
Veränderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit GRK-Inhibitoren, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle 
(100 %), auftraten. CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-13. 

Bei Sauerstoffmangel wurde die Wirkung der GRK-Inhibitoren aufgehoben (Abbildung 57). 

Unter Hypoxie, mit und ohne IL-1β, ließ sich keine signifikante Regulation des PAI-1 durch 

CMPD oder CCG nachweisen (Abbildung 57).  

Unter Normoxie konnte außerdem eine Abhängigkeit der Wirkungen der durch den 

β-AR-Agonisten und den GRK2/5-Inhibitor regulierten Signalwege voneinander festgestellt 

werden (Abbildung 58). Während CCG unter Normoxie eine Steigerung der 

PAI-1-Konzentration bewirkte (170 %), kam es weder durch Formoterol noch deren 

Kombination zu einer signifikanten Regulation des PAI-1 (Abbildung 58). Dennoch unterschied 

sich die Regulation des PAI-1 nach Stimulation der Fibroblasten mit dem β-AR-Agonisten und 

dem GRK2/5-Inhibitor zusammen signifikant von der Regulation der jeweiligen Reagenzien 

allein (Abbildung 58). 

Der GRK2/3-Inhibitor bewirkte bei den RA-Patienten unter Normoxie zwar ebenfalls, wie 

auch der GRK2/5-Inhibitor, eine gesteigerte Konzentration des PAI-1 (190 %), der durch ihn 

regulierte Signalweg beeinflusste die Wirkung des β-AR-Agonisten auf PAI-1 jedoch nicht 
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(Abbildung 58). Formoterol allein und zusammen mit CMPD regulierte die Konzentration des 

PAI-1 nicht signifikant und es konnte auch kein signifikanter Unterschied zwischen der 

Wirkung des β-AR-Agonisten allein und in Kombination mit dem GRK2/5-Inhibitor detektiert 

werden (Abbildung 58). 

 

Abbildung 58: Regulation des PAI-1 durch GRK-Inhibitoren sowie deren Kombination mit Formoterol bei 
RA-Patienten unter Normoxie und Normoxie + IL-1β. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination, im 
Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: 
GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=10-13. 

Unter Normoxie + IL-1β konnte bei den RA-Patienten beobachtet werden, dass die Wirkung 

des Formoterol von beiden Signalwegen, die durch die GRK-Inhibitoren reguliert wurden, 

unabhängig war (Abbildung 58). Die GRK-Inhibitoren hemmten die Konzentration des PAI-1 

unter Normoxie + IL-1β signifikant (CMPD etwa auf 75 %, CCG etwa auf knappe 90 %) 

(Abbildung 58). Der β-AR-Agonist senkte die Konzentration des PAI-1 auf etwa 55 %. Eine fast 

identische Hemmung konnte auch bei Kombination des Formoterol mit CMPD bzw. CCG 

beobachtet werden (jeweils ca. 50 %), weshalb ausgeschlossen werden konnte, dass die durch 

die GRK-Inhibitoren regulierten Signalwege Einfluss auf die Wirkung des Formoterol auf PAI-1 

hatten (Abbildung 58). 

Bei vermindertem Sauerstoffgehalt mit und ohne IL-1β wurde die Regulation des PAI-1 

sowohl durch den β-AR-Agonisten als auch die GRK-Inhibitoren und deren Kombination 

abgeschaltet, sodass keine signifikanten Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle oder 

Abhängigkeiten der von den Reagenzien regulierten Signalwege voneinander detektiert 

werden konnten (Abbildung 53). 
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Gesunde 

Bei den Gesunden entsprachen die unstimulierten Kontrollen unter Normoxie einer 

PAI-1-Konzentration von 5.194 pg/ml, unter Hypoxie 5.270 pg/ml, unter Normoxie + IL-1β 

10.988 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 10.626 pg/ml. Diese Daten sind in den Abbildungen 

nicht dargestellt. 

Eine wichtige Beobachtung bei den Gesunden war, dass IL-1β die Regulation des PAI-1 

durch die getesteten Stimulanzien stark einschränkte (Abbildung 59). 

 

Abbildung 59: Regulation des PAI-1 bei Gesunden. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten 
bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, 
H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5. 

Unter Normoxie + IL-1β bewirkte lediglich der Adenylatzyklase-Aktivator NKH 477 und dessen 

Kombination mit H89 eine signifikant verminderte Konzentration des PAI-1 (jeweils 35 %) 

(Abbildung 59). Unter Hypoxie + IL-1β war NKH 477 die einzige Stimulanz, die eine signifikante 

Regulation des PAI-1 bewirkte (55 %) (Abbildung 59). 
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Da der Aktivator der Adenylatzyklase als einziges Reagenz unter allen Bedingungen eine 

signifikante Regulation des PAI-1 bewirkte, stellte er, wie zuvor auch bei den RA-Patienten 

beobachtet (Abbildung 53), einen wichtigen Regulator des PAI-1 dar (Abbildung 59). 

Unter keiner der untersuchten Bedingungen trat eine signifikant unterschiedliche 

Regulation des PAI-1 durch NKH 477 allein oder in Kombination mit H89 auf, weshalb davon 

auszugehen war, dass die hemmende Wirkung der aktivierten Adenylatzyklase auf die 

PAI-1-Konzentration unabhängig von der Aktivität der PKA war (Abbildung 60). Dass die 

Wirkung der aktivierten Adenylatzyklase auf PAI-1 nicht von dem Signalweg beeinflusst 

wurde, der durch den PKA-Inhibitor reguliert wurde, konnte zuvor ebenfalls bei den 

RA-Patienten beobachtet werden (Abbildung 55).  

 

Abbildung 60: Regulation des PAI-1 durch NKH 477, H89 und deren Kombination bei Gesunden. Dargestellt sind 
die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit NKH 477, H89, sowie 
deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5. 

Unter Normoxie bewirkten sowohl der β-AR-Agonist als auch der Gαi-Inhibitor und deren 

Kombination eine signifikante Hemmung der PAI-1-Konzentration (Abbildung 61). Durch die 

Kombination der Reagenzien wurde die Wirkung des Formoterol signifikant verstärkt 

(Abbildung 61).  
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Abbildung 61: Regulation des PAI-1 durch Formoterol und Pertussis-Toxin sowie deren Kombination bei Gesunden. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
Formoterol, Pertussis-Toxin, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle 
(100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, §=p<0,1. n(FLN)=5. 

Unter Hypoxie bewirkten die Reagenzien einzeln keine signifikante Regulation des PAI-1 

(Abbildung 61). Doch auch unter dieser Bedingung wurde durch die Kombination des 

β-AR-Agonisten mit dem Gαi-Inhibitor eine signifikante Hemmung des PAI-1 bewirkt, die sich 

signifikant vom Effekt des Formoterol allein unterschied (Abbildung 61). Unter 

Normoxie + IL-1β konnte man den Effekt der Behandlung der Zellen mit dem β-AR-Agonisten, 

dem Gαi-Inhibitor und deren Kombination nur als Trend detektieren, während unter 

Hypoxie + IL-1β keine signifikante Wirkung mehr nachweisbar war (Abbildung 61). Die 

Simulation einer Entzündung durch IL-1β oder/und Hypoxie verhinderte demnach die Wirkung 

des β-AR-Agonisten und des Gαi-Inhibitors auf die PAI-Regulation bei den Gesunden, wenn sie 

einzeln auf die Zellen gegeben wurden (Abbildung 61). Die Wirkung bei Kombination der 

beiden Reagenzien konnte nur durch IL-1β aufgehoben werden, besonders unter der am 

stärksten entzündlichen Situation der Hypoxie + IL-1β (Abbildung 61). 

Bei den Gesunden konnte unter Normoxie außerdem beobachtet werden, dass die 

Wirkung des β-AR-Agonisten auf PAI-1 durch die von den GRK-Inhibitoren regulierten 

Signalwege beeinflusst wurde (Abbildung 62). 
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Abbildung 62: Regulation des PAI-1 durch Formoterol, GRK-Inhibitoren sowie deren Kombination bei Gesunden 
unter Normoxie. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit Formoterol, GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle 
(100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5. 

Während der β-AR-Agonist unter Normoxie die Konzentration des PAI-1 bei den Gesunden 

signifikant auf etwa 85 % verminderte, steigerte der GRK2/3-Inhibitor die Konzentration 

signifikant auf knapp 110 % (Abbildung 62). Bei Kombination der beiden Substanzen hoben 

sich die Wirkungen auf und es war keine signifikante Regulation mehr detektierbar (Abbildung 

62). Obwohl CCG bei den Gesunden allein keinen signifikanten Einfluss auf PAI-1 hatte, war 

auch durch Hemmung der GRK2/5 die Aufhebung des Effektes des Formoterol bei 

kombinierter Gabe detektierbar (Abbildung 62).  

Entgegen dieser Beobachtung, dass unter Normoxie beide der durch die GRK-Inhibitoren 

regulierten Signalwege Einfluss auf die Regulation des PAI-1 durch den β-AR-Agonisten hatten, 

konnte bei den RA-Patienten lediglich eine Abhängigkeit zwischen den durch Formoterol und 

CCG regulierten Signalwegen detektiert werden (Abbildung 58). 

Der Einfluss der durch die GRK-Inhibitoren regulierten Signalwege auf die Wirkung des 

β-AR-Agonisten bei Gesunden konnte jedoch nur unter Normoxie beobachtet werden, unter 

den drei anderen Bedingungen, die jeweils durch Hypoxie oder/und IL-1β eine Entzündung 

simulierten, bewirkten weder der β-AR-Agonist, noch die GRK-Inhibitoren oder deren 

Kombination eine signifikante Regulation des PAI-1 (Abbildung 59). 
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Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Unter Normoxie unterschied sich die Regulation der PAI-1-Konzentration zwischen den 

RA-Patienten und den Gesunden nur bei Stimulation der Fibroblasten mit dem Gαi-Inhibitor 

kombiniert mit dem β-AR-Agonisten und den beiden GRK-Inhibitoren (Abbildung 63). 

 

Abbildung 63: Unterschiedliche Regulation des PAI-1 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. Form: 
β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5, n(RA)=11. 

Besonders stark ausgeprägt war der Unterschied in der Regulation des PAI-1 unter Normoxie 

durch den GRK2/3-Inhibitor (Abbildung 63). Bei den Gesunden wurde die PAI-1-Konzentration 

auf 110 % gesteigert, bei den RA-Patienten auf 190 % (Abbildung 63). 

Unter Hypoxie wurden nur durch den Gαi-Inhibitor und den PKA-Inhibitor kombiniert 

mit dem Aktivator der Adenylatzyklase signifikante Unterschied zwischen den RA-Patienten 

und den Gesunden detektiert (Abbildung 64). 
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Abbildung 64: Unterschiedliche Regulation des PAI-1 bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=11-12. 

Während der Gαi-Inhibitor bei den Gesunden unter Hypoxie keine Regulation des PAI-1 

bewirkte, hemmte er die Konzentration bei den RA-Patienten auf 60 % (Abbildung 64). 

Die Kombination des PKA-Inhibitors mit dem Aktivator der Adenylatzyklase bewirkte 

sowohl bei den Gesunden als auch bei den RA-Patienten eine signifikante Verminderung der 

PAI-1-Konzentration (Abbildung 64). Bei den RA-Patienten war die Hemmung jedoch um etwa 

30 % stärker ausgeprägt (Abbildung 64). 

Unter Normoxie führte die Simulation der Entzündung durch IL-1β zu den meisten 

signifikanten Unterschieden in der Regulation des PAI-1 zwischen den RA-Patienten und den 

Gesunden im Vergleich zu den anderen getesteten Bedingungen (Abbildung 63 bis Abbildung 

66). Abgesehen vom Gαi-Inhibitor allein und kombiniert mit dem β-AR-Agonisten sowie dem 

GRK2/5-Inhibitor allein führten alle anderen getesteten Reagenzien zu einer signifikant 

unterschiedlichen Regulation des PAI-1 bei RA-Patienten und Gesunden (Abbildung 65). 
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Abbildung 65: Unterschiedliche Regulation des PAI-1 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: 
GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=12-13. 

Hochsignifikant waren die Unterschiede zwischen der PAI-1-Regulation bei den Gesunden und 

den RA-Patienten beispielsweise bei Stimulation der Zellen mit dem GRK2/3-Inhibitor und 

dem GRK2/3-Inhibitor zusammen mit dem β-AR-Agonisten (Abbildung 65). Während CMPD 

keine Regulation des PAI-1 bei den Gesunden bewirkte, senkte es die Konzentration bei den 

RA-Patienten auf etwa 75 % (Abbildung 65). Die Kombination der beiden Stimulanzien führte 

zu einem Unterschied der PAI-1-Konzentration zwischen den Gesunden und den RA-Patienten 

von etwa 55 % (Abbildung 65). 

Unter Hypoxie dagegen reduzierte IL-1β die signifikanten Unterschiede zwischen den 

RA-Patienten und den Gesunden. Der GRK2/3-Inhibitor war das einzige Reagenz, das zwar 

keine signifikant unterschiedliche Regulation des PAI-1 im Vergleich zur unstimulierten 

Kontrolle, jedoch signifikant unterschiedliche Regulation zwischen den RA-Patienten und den 

Gesunden bewirkte (Abbildung 66).  
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Abbildung 66: Unterschiedliche Regulation des PAI-1 bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. 
CMPD: GRK2/3-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5, n(RA)=12. 

3.6.4 Die Regulation des CCL2 in Fibroblasten 

CCL2 gehört zur Familie der CC-Chemokine (129). Es ist in verschiedene immunologische 

Ereignisse wie beispielsweise Entzündungen verwickelt und außerdem ein wichtiger Faktor in 

der Pathogenese der RA (129–132). Es konnte gezeigt werden, dass die CCL2-Konzentrationen 

im Synovialgewebe, der Synovialflüssigkeit und auch im Serum der RA-Patienten im Vergleich 

zu Gesunden und auch anderen arthritischen Erkrankungen erhöht sind (129,131,132). CCL2 

ist unter anderem für Osteoklastengenese, Angiogenese sowie die Rekrutierung von 

Monozyten, Leukozyten und Makrophagen an den Ort der Verletzung zuständig (129–131). 

Obwohl CCL2 tendenziell eher mit der Krankheitsprogression assoziiert ist, kann es auch eine 

schützende Rolle bei entzündlichen Erkrankungen übernehmen (130). CCL2 kann von einer 

Vielzahl von Zellen produziert werden, wie beispielsweise mononukleären Blutzellen, 

Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen und Tumorzelllinien (132). 

Bei RA wird es im Gelenk jedoch hauptsächlich von Makrophagen produziert (132). 

 

RA-Patienten 

Bei der Messung der CCL2-Konzentrationen in den Überständen der unstimulierten Kontrollen 

ergab sich bei den RA-Patienten unter Normoxie ein Gehalt von 389 pg/ml, unter Hypoxie 

332 pg/ml, unter Normoxie + IL-1β 8.392 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 4.741 pg/ml. Diese 

Daten sind in den Abbildungen nicht dargestellt. 
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Bei der Regulation des CCL2 bei den RA-Patienten konnte eine gegensätzliche Regulation 

durch NKH 477 und Formoterol detektiert werden, die man eigentlich nicht erwarten würde 

(Abbildung 67). 

 
Abbildung 67: Regulation des CCL2 durch NKH 477 und Formoterol bei RA-Patienten. Dargestellt sind die 
prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit NKH 477 und Formoterol, im Vergleich 
zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: 
β-AR-Agonist. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=9-12. 

Die Stimulation der Adenylatzyklase bewirkte bei den RA-Patienten unter jeder der getesteten 

Bedingungen eine verminderte CCL2-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 

(zwischen 85 % und 20 %) (Abbildung 67). Der β-AR-Agonist dagegen steigerte die 

CCL2-Konzentration unter Normoxie (165 %) und Hypoxie (150 %), verlor jedoch seine 

Wirkung bei Simulation einer gesteigerten Entzündung durch zusätzliche Stimulation der 

Fibroblasten mit IL-1β (Abbildung 67).  

Bei der Wirkung des β-AR-Agonisten fielen außerdem Unterschiede in der 

Beeinflussbarkeit durch den vom Gαi-Inhibitor regulierten Signalweg auf, abhängig von der 

untersuchten Bedingung (Abbildung 68). 
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Abbildung 68: Regulation des CCL2 durch Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination bei RA-Patienten. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle 
(100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-12. 

Unter Normoxie und unter Hypoxie unterschied sich die steigernde, proinflammatorische 

Wirkung des β-AR-Agonisten allein und in Kombination mit dem Gαi-Inhibitor nicht signifikant 

(Abbildung 68). Erst bei zusätzlicher Stimulation der Zellen mit IL-1β beeinflusste der durch 

den Gαi-Inhibitor regulierte Signalweg die Wirkung des β-AR-Agonisten auf CCL2 (Abbildung 

68 und Abbildung 69). Während Formoterol allein jeweils keine signifikante Wirkung auf die 

CCL2-Konzentration hatte, wurde die Konzentration des CCL2 bei Kombination des Formoterol 

mit Pertussis-Toxin signifikant gehemmt (Abbildung 69). 
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Abbildung 69: Regulation des CCL2 durch Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination bei RA-Patienten 
unter Normoxie + IL-1β und Hypoxie + IL-1β. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination, im Vergleich 
zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05. 
n(RA)=12. 

Die GRK-Inhibitoren bewirkten unter Normoxie und Hypoxie eine gesteigerte Konzentration 

des CCL2 bei den RA-Patienten (jeweils etwa 170 % unter Normoxie, CMPD 190 % bzw. CCG 

160 % unter Hypoxie) (Abbildung 70). Unter den Bedingungen mit IL-1β hatten sie jedoch 

keinen Einfluss auf die CCL2-Konzentration (Abbildung 70), ähnlich wie es zuvor bei 

Formoterol beobachtet werden konnte (Abbildung 67). 
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Abbildung 70: Regulation des CCL2 bei RA-Patienten durch Formoterol, GRK-Inhibitoren und deren Kombination. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
Formoterol, GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. 
Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11-13. 

Unter Normoxie + IL-1β konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Stimulation der 

Fibroblasten mit dem β-AR-Agonisten allein und dessen Kombination mit dem 

GRK2/5-Inhibitor detektiert werden (Abbildung 70 und Abbildung 71).  

 

Abbildung 71 Regulation des CCL2 bei RA-Patienten durch Formoterol, GRK-Inhibitoren und deren Kombination 
unter Normoxie + IL-1β. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition 
der Fibroblasten mit Formoterol, GRK-Inhibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer 
DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. 
*=p<0,05. n(RA)=11-12. 
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Obwohl die beiden Reagenzien einzeln keine Regulation des CCL2 bewirkten, hemmten sie in 

Kombination die Konzentration des CCL2 signifikant (Abbildung 71). Der durch den 

GRK2/5-Inhibitor regulierte Signalweg beeinflusste demnach die Wirkung des β-AR-Agonisten 

auf CCL2 bei RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β. Bei allen anderen Vergleichen zwischen 

den Stimulanzien ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 70). 

Eine weitere Auffälligkeit lag in der Regulation des CCL2 durch den PKA-Inhibitor allein 

und in Kombination mit dem Aktivator der Adenylatzyklase (Abbildung 72). 

 

Abbildung 72: Regulation des CCL2 durch NKH 477, H89 und deren Kombination bei RA-Patienten. Dargestellt sind 
die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit NKH 477, H89, sowie 
deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=7-13. 

Zunächst fiel auf, dass der PKA-Inhibitor allein unter Normoxie und Hypoxie eine signifikante 

Hemmung der CCL2-Konzentration bewirkte (40 % und 60 %) (Abbildung 72). Bei zusätzlicher 

Stimulation der Zellen mit IL-1β wurde der Effekt unter Normoxie in die Gegenrichtung 

umgeschaltet, es kam zu einer Steigerung der CCL2-Konzentration durch H89 (Abbildung 72). 

Unter Hypoxie + IL-1β wurde die Wirkung des PKA-Inhibitors aufgehoben (Abbildung 72). 

Außerdem wurde festgestellt, dass es nur unter Normoxie und Hypoxie + IL-1β zu einer 

signifikant unterschiedlichen Regulation des CCL2 durch den Aktivator der Adenylatzyklase 
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allein und in Kombination mit dem PKA-Inhibitor kam (Abbildung 72). Hierbei wurde die 

Wirkung des NKH 477 unter Normoxie verstärkt (50 % auf 30 %) und unter Hypoxie + IL-1β 

abgeschwächt (30 % auf 50 %) (Abbildung 72). Unter den anderen beiden Bedingungen wurde 

kein Unterschied zwischen der Regulation des CCL2 durch NKH 477 allein oder kombiniert mit 

H89 detektiert (Abbildung 72). 

 

Gesunde 

Bei den Gesunden fielen die Konzentrationen des CCL2 bei den unstimulierten Kontrollen 

deutlich höher aus als bei den RA-Patienten. Sie entsprachen unter Normoxie 1.630 pg/ml, 

unter Hypoxie 1.152 pg/ml, unter Normoxie + IL-1β 8.140 pg/ml und unter Hypoxie + IL-1β 

7.884 pg/ml. Diese Daten sind in den Abbildungen nicht dargestellt. 

Bei den Gesunden wurde CCL2 kaum von den getesteten Reagenzien reguliert 

(Abbildung 73). Lediglich der Gαi-Inhibitor und der Inhibitor der PKA bewirkten eine 

signifikante Hemmung des CCL2 (75 % und 80 %) und dies auch nur unter Normoxie 

(Abbildung 73). 

Unter den anderen getesteten Bedingungen konnte keine signifikante Regulation des 

CCL2 detektiert werden (Abbildung 73). 
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Abbildung 73: Abhängigkeit der CCL2-Regulation bei Gesunden von IL-1β und dem Sauerstoffgehalt der Luft. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, 
CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3-5. 

 

Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Beim Vergleich der Wirkung der Reagenzien auf die RA-Patienten und die Gesunden fiel auf, 

dass die meisten signifikanten Unterschiede in der Regulation des CCL2 unter Normoxie 

auftraten (Abbildung 74 bis Abbildung 76).  

Unter Normoxie war CCL2 durch alle Reagenzien außer den Gαi-Inhibitor bei den 

RA-Patienten und den Gesunden signifikant unterschiedlich reguliert (Abbildung 74). Selbes 

konnte zuvor bei Osteoprotegerin beobachtet werden (Abbildung 48).  
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Abbildung 74: Unterschiedliche Regulation des CCL2 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: 
RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: 
GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=4-5, n(RA)=11-12. 

Durch Simulation einer Entzündung durch IL-1β oder/und Hypoxie traten deutlich weniger 

signifikante Unterschiede in der Regulation des CCL2 zwischen den RA-Patienten und den 

Gesunden auf (Abbildung 74 bis Abbildung 76). Dass die signifikanten Unterschiede durch die 

simulierte Entzündung vermindert waren konnte zuvor auch bei IL-6 detektiert werden 

(Abbildung 35 bis Abbildung 38). 

Unter Hypoxie wurde CCL2 bei den RA-Patienten und den Gesunden durch den Aktivator 

der Adenylatzyklase, den β-AR-Agonisten, den Gαi-Inhibitor und den PKA-Inhibitor allein 

sowie in Kombination mit NKH 477 signifikant unterschiedlich reguliert (Abbildung 75). Hierbei 

wurde CCL2 bei den RA-Patienten jeweils (hoch-)signifikant reguliert während bei den 

Gesunden kein Unterschied zur unstimulierten Kontrolle festgestellt werden konnte 

(Abbildung 75). 
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Abbildung 75: Unterschiedliche Regulation des CCL2 bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: 
RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, 
**=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=7-12. 

Unter Hypoxie + IL-1β bewirkte der Aktivator der Adenylatzyklase eine hochsignifikante 

Hemmung des CCL2 bei den RA-Patienten (Abbildung 76). Diese Regulation unterschied sich 

hochsignifikant von den Gesunden, bei denen kein Unterschied zur unstimulierten Kontrolle 

detektiert werden konnte (Abbildung 76).  

Durch Stimulation der Fibroblasten mit dem β-AR-Agonisten und Hemmung der PKA 

unter Hypoxie + IL-1β unterschied sich die CCL2-Konzentration zwar nicht von der 

unstimulierten Kontrolle, sie unterschied sich jedoch signifikant zwischen den beiden Gruppen 

(Abbildung 76).  
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Abbildung 76: Unterschiedliche Regulation des CCL2 bei Gesunden und RA-Patienten unter Hypoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05, 
**=p<0,001. n(FLN)=4-5, n(RA)=11-13. 

Unter Normoxie führte die Simulation einer Entzündung durch IL-1β dazu, dass keine 

signifikanten Unterschiede in der Regulation des CCL2 zwischen den RA-Patienten und den 

Gesunden mehr detektierbar waren. Diese Wirkung ist gegensätzlich zu der Regulation des 

PAI-1, bei dem unter dieser Bedingung die meisten signifikanten Unterschiede zwischen den 

beiden Gruppen detektiert werden konnten (Abbildung 65). 

3.7 Potenzielle Regulatoren der untersuchten Zielparameter 

Durch Literaturrecherche wurden weitere Schlüsselpunkte der Signalkaskade gefunden, die 

Einfluss auf eine Gαs-zu-Gαi-Umschaltung haben könnten. Hierbei wurde der Fokus auf 

Proteine gelegt, die das Potenzial haben, auf die zuvor untersuchten Parameter Einfluss zu 

nehmen und ebenfalls mit Entzündungsreaktionen und/oder RA zu assoziieren sind. Zusätzlich 

wurden die favorisierten Proteine mit den Ergebnissen des RNA-Microarrays abgeglichen und 

diejenigen ausgewählt, bei denen eine Regulation detektiert worden war. Daraufhin wurden 

pCREB, pErk1/2, pNF-кB, pJun(Ser63), pJun(Ser73) und pCEBPβ ausgewählt und analysiert. Da 

der Nachweis des pJun und pCEBPβ mittels Cell-based ELISA nicht gelang, wurde der Fokus auf 

die Bedeutung des pCREB, pNF-кB und pErk1/2 gelegt. 

Auch für die potenziellen Regulatoren der Zielparameter wurde der Einfluss der 

Stimulanzien und Inhibitoren im Detail betrachtet und im Folgenden die Besonderheiten der 

Regulationen einzeln aufgeführt.  
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3.7.1 Die Regulation des pCREB in Fibroblasten 

Die CREB-Proteine gehören zu den basischen Leuzin-Zipper-Transkriptionsfaktoren (133,134). 

CREB wird durch eine Vielzahl von physiologischen Reizen aktiviert und ist an der 

Transkriptionsregulation in vielen verschiedenen Zelltypen beteiligt (133,134). CREB wird 

durch Phosphorylierung aktiviert, was über verschiedene Signalwege induziert werden kann. 

Neben der Phosphorylierung durch die cAMP-abhängige PKA, wird es auch von 

Ca2+-abhängigen Kinasen, Wachstumsfaktoren, dem Ras/Erk-Signalweg und stressbedingt 

beispielsweise durch Hypoxie aktiviert (133–135). Auch im Bezug auf RA spielt CREB eine 

große Rolle. Es wird von den FLS, genauso wie von vielen anderen Synovialzellen produziert 

und ist mit der proinflammatorischen Zytokin- und MMP-Produktion sowie der Proliferation 

der FLS assoziiert (133). 

 

RA-Patienten 

Unter Normoxie bewirkte der β-AR-Agonist bei den RA-Patienten eine Steigerung des pCREB 

auf 125 % der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 77). Bei der Kombination des 

β-AR-Agonisten mit dem Gαi-Inhibitor kam es zu einer signifikant verminderten Wirkung im 

Vergleich zur alleinigen Stimulation des β-AR (110 %) (Abbildung 77). Das spricht dafür, dass 

die steigernde Wirkung des stimulierten β-AR auf pCREB durch Gαi vermittelt wurde.  

 

Abbildung 77: Regulation des pCREB durch Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination bei RA-Patienten 
unter Normoxie. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), 
auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6-7. 

Die Kombination des β-AR-Agonisten mit den GRK-Inhibitoren dagegen führte nicht zu einer 

signifikant unterschiedlichen Steigerung des pCREB im Vergleich zur Stimulation des β-AR 
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allein (jeweils ca. 120 %) (Abbildung 78). Die Wirkung des stimulierten β-AR auf pCREB war 

demnach unabhängig von der Aktivität der GRKs. 

 

Abbildung 78: Regulation des pCREB durch Formoterol, GRK-Inhibitoren und deren Kombination bei RA-Patienten 
unter Normoxie. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: 
β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6-7. 

Die unter Normoxie beobachteten Regulationen des pCREB wurden jedoch bei zusätzlicher 

Stimulation der Zellen mit IL-1β abgeschaltet (Abbildung 79). Das einzige Reagenz, das erst 

durch die Simulation der gesteigerten Entzündung mit IL-1β an Bedeutung gewann, war der 

PKA-Inhibitor. Durch Hemmung der PKA wurden unter Normoxie + IL-1β nur noch 90 % des 

pCREB im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle detektiert (Abbildung 79).  

 

Abbildung 79: Regulation des pCREB bei RA-Patienten. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die 
durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer 
unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, 
PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. 
n(RA)=6-7. 
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Für IL-6, Osteoprotegerin, CCL2 und pCREB konnte unter Normoxie bei den RA-Patienten eine 

(hoch-)signifikante Steigerung durch die Stimulation des β-AR beobachtet werden (Abbildung 

80). Man kann daher mit einiger Vorsicht annehmen, dass pCREB unter Normoxie bei den 

RA-Patienten einen stimulierenden Einfluss auf IL-6, Osteoprotegerin und CCL2 im Kontext der 

Stimulation des β-AR hatte. Dieser Effekt wurde in dieser Untersuchung nicht kausal 

nachgewiesen, und so bleibt die Aussage spekulativ. 

Bei zusätzlicher Stimulation der Zellen mit IL-1β entfiel der Effekt des Formoterol auf 

pCREB und CCL2 (Abbildung 80). Da die Konzentrationen des IL-6 und Osteoprotegerins auch 

unter dieser Bedingung signifikant gesteigert wurden, war dies wahrscheinlich über einen 

anderen Pfad als das pCREB geschehen (Abbildung 80). 

 

Abbildung 80: Vergleichende Darstellung der Regulation des IL-6, Osteoprotegerin, CCL2 und pCREB. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit Formoterol, im Vergleich zu 
einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6-12. 
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Gesunde 

Unter der nicht-entzündlichen Bedingung der Normoxie konnte bei den Gesunden keinerlei 

signifikante Regulation des pCREB durch die getesteten Reagenzien detektiert werden 

(Abbildung 81). 

 

Abbildung 81: Regulation des pCREB bei Gesunden. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten 
bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, 
H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3. 

Erst durch Simulation einer Entzündung mit IL-1β konnte eine signifikante Regulation des 

pCREB detektiert werden (Abbildung 81). Unter Normoxie + IL-1β hemmte der PKA-Inhibitor 

pCREB auf 90 % der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 81). 

Außerdem unterschied sich unter Normoxie + IL-1β die Regulation des pCREB durch den 

β-AR-Agonisten allein und kombiniert mit dem GRK2/3-Inhibitor signifikant (Abbildung 81). 

 

Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Signifikante Unterschiede in der Regulation des pCREB durch die getesteten Reagenzien 

zwischen den Gesunden und den RA-Patienten traten nur unter Normoxie auf. Signifikant 

unterschiedlich war die Regulation des pCREB durch den Aktivator der Adenylatzyklase, den 

β-AR-Agonisten sowie die Kombination des PKA-Inhibitors mit dem Aktivator der 

Adenylatzyklase (Abbildung 82). 
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Abbildung 82: Unterschiedliche Regulation des pCREB bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3, 
n(RA)=6-7. 

Der größte Unterschied in der Regulation des pCREB zwischen den RA-Patienten und den 

Gesunden konnte unter Normoxie durch den β-AR-Agonisten detektiert werden (Abbildung 

82). Bei den Gesunden bewirkte Formoterol keine signifikant unterschiedliche Regulation des 

pCREB im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abbildung 82). Bei den RA-Patienten 

dagegen steigerte der β-AR-Agonist die Konzentration des pCREB signifikant auf 125 % 

(Abbildung 82). 

3.7.2 Die Regulation des pErk1/2 in Fibroblasten 

Erk1/2 ist Teil der MAPK-Kaskade und wird durch Phosphorylierung aktiviert (136). Der 

Signalweg über Erk1/2 ist bei der Regulation einer Vielzahl von Prozessen beteiligt wie 

beispielsweise Zelladhäsion, Zellzyklusprogression, Zellmigration, dem Überleben der Zellen 

und Apoptose, Differenzierung, Metabolismus, Proliferation, Transkription und 

Entzündungsprozessen (136–142). Auch bei einer Vielzahl von pathologischen Zuständen 

spielt die Signalweiterleitung über Erk1/2 eine große Rolle, wie beispielsweise bei Krebs, 

Arthritis, chronischen Entzündungen und Osteoporose (139,140,143,144). Auch die 

Entwicklung einer RA steht im engen Zusammenhang mit dem Erk1/2-Signalweg (145). Die 

erhöhte Expression der aktivierten MAP-Kinasen im Synovium sind vor allem mit 

Entzündungsprozessen und der Pannusbildung assoziiert, unter anderem durch die 

Beteiligung an der Synthese von proinflammatorischen Mediatoren und Metalloproteinasen 

durch Synovialzellen (137,138,141,144). Auch bei der zytokininduzierten HIF-1α-Expression, 
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als Anpassung an die durch die Entzündung induzierte Hypoxie, ist der Erk1/2-Signalweg 

beteiligt (146). 

 

RA-Patienten 

Bei den RA-Patienten führte die Inhibition des Gαi unter Normoxie zu einer gesteigerten 

Erk1/2-Aktivität von etwa 115 % (Abbildung 83). Der β-AR-Agonist hatte bei alleiniger 

Stimulation keine regulierende Wirkung auf pErk1/2 (Abbildung 83). Die Kombination des 

Pertussis-Toxin mit dem β-AR-Agonisten führte zu einer stark inhibierenden Wirkung auf 

pErk1/2 (65 %) (Abbildung 83). Die Bedeutung der Hemmung des Gαi schlug also unter 

Normoxie radikal in die Gegenrichtung um, wenn gleichzeitig der β-AR aktiviert wurde. Da sich 

die Regulation des pErk1/2 durch die Kombination des β-AR-Agonisten und dem Gαi-Inhibitor 

jeweils signifikant von der Stimulation der Reagenzien einzeln unterschied konnte davon 

ausgegangen werden, dass sich die Signalwege, die durch die beiden Reagenzien reguliert 

wurden, in ihrer Wirkung auf pErk1/2 gegenseitig beeinflussten (Abbildung 83). 

 

Abbildung 83: Regulation des pErk1/2 bei RA-Patienten durch Formoterol, Pertussis-Toxin und deren 
Kombination. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), 
auftraten. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6-7. 

Unter Normoxie + IL-1β verloren Formoterol und Pertussis-Toxin einzeln ihren signifikanten 

Einfluss auf pErk1/2 (Abbildung 83). Nur deren Kombination führte auch bei zusätzlicher 

Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β noch zu einer signifikanten Hemmung des pErk1/2 

(Abbildung 83). Die Wirkung fiel jedoch geringer aus als ohne IL-1β (80 % unter 

Normoxie + IL-1β und 65 % unter Normoxie) (Abbildung 83). 

Unter Normoxie bewirkte der GRK2/5-Inhibitor allein und in Kombination mit dem 

β-AR-Agonisten eine Hemmung des pErk1/2 (75 % und 60 %) (Abbildung 84). Die Kombination 
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der beiden Reagenzien bewirke eine signifikant unterschiedliche Regulation als Formoterol 

allein, das keinen Unterschied zur unstimulierten Kontrolle bewirkte (Abbildung 84). 

Unter Normoxie + IL-1β verlor der GRK2/5-Inhibitor allein und in Kombination mit dem 

β-AR-Agonisten seine Wirkung auf pErk1/2 und es konnten keine Signifikanzen mehr 

detektiert werden (Abbildung 84). 

 

Abbildung 84: Regulation des pErk1/2 bei RA-Patienten durch Formoterol, GRK-Inhibitoren und deren 
Kombination. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: 
β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6-7. 

Im Gegensatz zum GRK2/5-Inhibitor hatte der GRK2/3-Inhibitor unter Normoxie weder allein 

noch kombiniert mit dem β-AR-Agonisten einen signifikanten Effekt auf pErk1/2 (Abbildung 

84). Die Simulation der gesteigerten Entzündung durch IL-1β führte jedoch dazu, dass die 

Kombination des β-AR-Agonisten mit dem GRK2/3-Inhibitor zu einer signifikanten Hemmung 

des pErk1/2 auf 85 % führte, obwohl die beiden Reagenzien einzeln, wie unter Normoxie, 

keine signifikante Regulation des pErk1/2 bewirkten (Abbildung 84). 

Durch die Simulation einer gesteigerten Entzündung mit IL-1β gewannen noch weitere 

Reagenzien an Bedeutung, die unter Normoxie keinen signifikanten Einfluss auf die Regulation 

des pErk1/2 hatten (Abbildung 85). Hierzu gehörten der Aktivator der Adenylatzyklase (85 %), 

der PKA-Inhibitor (90 %) und deren Kombination (85 %) (Abbildung 85). Beim Vergleich der 

Reagenzien einzeln und in Kombination konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert 

werden (Abbildung 85). Die durch die beiden Reagenzien regulierten Signalwege beeinflussten 

sich demnach nicht gegenseitig in ihrer Wirkung auf die Regulation des pErk1/2. 
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Abbildung 85: Regulation des pErk1/2 bei RA-Patienten durch NKH, H89 und deren Kombination. Dargestellt sind 
die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, 
H89: PKA-Inhibitor. *=p<0,05. n(RA)=7. 

Die gefundenen Regulationen des pErk1/2 konnten in keinen Zusammenhang mit den 

Regulationen der getesteten Zytokine gebracht werden. 

 

Gesunde 

pErk1/2 wurde bei den Gesunden durch keine der getesteten Reagenzien signifikant reguliert 

(Abbildung 86). 

 

Abbildung 86: Regulation des pErk1/2 bei Gesunden. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten 
bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, 
H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. n(FLN)=3. 

 

Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Unter Normoxie unterschied sich der Einfluss des Gαi-Inhibitors allein und in Kombination mit 

dem β-AR-Agonisten signifikant zwischen den Gesunden und den RA-Patienten (Abbildung 

87).  
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Abbildung 87: Unterschiedliche Regulation des pErk1/2 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=3, n(RA)=6-7. 

Während unter Normoxie bei den Gesunden keine Regulation des pErk1/2 detektiert werden 

konnte, steigerte der Gαi-Inhibitor die Konzentration des pErk1/2 bei den RA-Patienten auf 

115 % der unstimulierten Kontrolle und verminderte sie in Kombination mit dem 

β-AR-Agonisten auf 65 % (Abbildung 87). 

Unter Normoxie + IL-1β unterschieden sich die Wirkung des PKA-Inhibitors allein und 

des GRK2/3-Inhibitors kombiniert mit dem β-AR-Agonisten signifikant zwischen den Gesunden 

und den RA-Patienten (Abbildung 88). 

 

Abbildung 88: Unterschiedliche Regulation des pErk1/2 bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: 
Gesunde, rot: RA. Form: β-AR-Agonist, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3, n(RA)=7. 
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Wie auch unter Normoxie konnte bei den Gesunden keine Regulation des pErk1/2 detektiert 

werden (Abbildung 88). Bei den RA-Patienten dagegen kam es zu einer signifikant 

verminderten Konzentration des pErk1/2 durch Stimulation der Fibroblasten mit dem 

PKA-Inhibitor (90 %) und Kombination des GRK2/3-Inhibitors mit dem β-AR-Agonisten (85 %) 

(Abbildung 88). 

3.7.3 Die Regulation des pNF-кB in Fibroblasten 

NF-кB ist ein Transkriptionsfaktor, der ubiquitär im Zytoplasma fast aller Zelltypen exprimiert 

wird (147). Er kann durch eine Vielzahl von pathogenen Stimuli aktiviert werden, wie 

beispielsweise bakterielle Produkte und virale Proteine, Zytokine, Wachstumsfaktoren, 

Strahlung, Ischämie/Reperfusion und oxidativen Stress und ist an einer Vielzahl von zellulären 

Vorgängen beteiligt (148,149). Unter anderem gehören dazu Proliferation, Differenzierung 

und Überleben von Zellen sowie die Expression von Zytokinen, Chemokinen und 

Adhäsionsmolekülen (148,149). NF-кB nimmt über diese Vorgänge Einfluss auf das 

Entzündungsgeschehen in den Zellen, sowohl in akuten als auch chronischen Situationen und 

ist an der Pathogenese vieler Erkrankungen beteiligt, wie beispielsweise auch RA (147–149). 

Hierbei ist NF-кB nicht nur für die Entstehung, sondern auch die Aufrechterhaltung der 

Erkrankung entscheidend (147–149). Er induziert Entzündungsmediatoren und unter anderem 

die Expression der Matrix-Metalloproteinasen (148,149). Die Aktivierung des 

NF-кB-Signalweges führt bei FLS der RA-Patienten zu Proliferation und Hemmung der 

Apoptose, was zur Hyperplasie des Synoviums und der Pannusbildung führt (147–149). Neben 

der proinflammatorischen Wirkung kann NF-кB jedoch auch regulierend auf die 

Immunantwort Einfluss nehmen (147,149). 

 

RA-Patienten 

Bei den RA-Patienten trat unter Normoxie mit und ohne IL-1β eine Hemmung des pNF-кB 

durch den PKA-Inhibitor allein (90 % bzw. 80 %) und in Kombination mit der Aktivierung der 

Adenylatzyklase auf (80 % bzw. 75 %) (Abbildung 89). Der Aktivator der Adenylatzyklase allein 

bewirkte nur unter Normoxie + IL-1β eine signifikante Hemmung des pNF-кB auf 75 % 

(Abbildung 89). Die Wirkung der Kombination der beiden Reagenzien unterschied sich jedoch 

unter beiden Bedingungen nicht signifikant von der Wirkung des Adenylatzyklase-Aktivators 

oder dem PKA-Inhibitor allein (Abbildung 89). 
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Abbildung 89: Regulation des pNF-кB bei RA-Patienten durch NKH 477, H89 und deren Kombination. Dargestellt 
sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen 
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, 
H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(RA)=6-7. 

Außerdem wurde pNF-кB sowohl unter Normoxie als auch unter Normoxie + IL-1β durch den 

GRK2/3-Inhibitor allein (80 % bzw. 85 %) sowie den GRK2/5-Inhibitor in Kombination mit dem 

β-AR-Agonisten (75 % bzw. 95 %) gehemmt (Abbildung 90).  

 

Abbildung 90: Regulation des pNF-кB bei RA-Patienten durch Formoterol, GRK-Inhibitoren und deren 
Kombination. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der 
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: 
β-AR-Agonist, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(RA)=6-7. 

Die Kombination des β-AR-Agonisten mit dem GRK2/5-Inhibitor induzierte eine Regulation des 

pNF-кB, die bei den Stimulanzien einzeln eingesetzt nicht detektiert werden konnte 

(Abbildung 90). Diese Hemmung war unter Normoxie signifikant unterschiedlich zu der 

Wirkung des β-AR-Agonisten allein (Abbildung 90). Die kombinierte Stimulation der 

Fibroblasten mit dem β-AR-Agonisten und dem GRK2/3-Inhibitor dagegen hob unter beiden 

getesteten Bedingungen die hemmende Wirkung, die CMPD allein hatte, auf (Abbildung 90). 

Dies lässt einen Zusammenhang zwischen den Signalwegen zur Regulation des pNF-кB über 

die GRKs und den β-AR vermuten. 
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Bei Simulation einer gesteigerten Entzündung durch zusätzliche Stimulation der 

Fibroblasten mit IL-1β wurde pNF-кB außerdem durch weitere Reagenzien gehemmt, die ohne 

IL-1β keine signifikante Wirkung auf die Regulation hatten. Der Aktivator der Adenylatzyklase 

bewirkte beispielsweise nur unter Normoxie + IL-1β eine signifikante Hemmung des pNF-кB 

(75 %) (Abbildung 89). Dasselbe galt für den Gαi-Inhibitor, der nur unter Normoxie + IL-1β eine 

Hemmung des pNF-кB auf 90 % der unstimulierten Kontrolle bewirkte (Abbildung 91). Bei 

zusätzlicher Stimulation des β-AR wurde die hemmende Wirkung des Pertussis-Toxin 

aufgehoben (Abbildung 91). Die Wirkung des β-AR-Agonisten allein veränderte sich durch die 

Kombination mit dem Gαi-Inhibitor jedoch nicht signifikant (Abbildung 91).  

 

Abbildung 91: Regulation des pNF-кB bei RA-Patienten durch Formoterol, Pertussis-Toxin und deren Kombination. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Form: 
β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. *=p<0,05. n(RA)=6-7. 

Obwohl der β-AR-Agonist und der Gαi-Inhibitor unter Normoxie weder einzeln noch 

kombiniert eine signifikante Regulation des pNF-кB bewirkten, konnte ein signifikanter 

Unterschied zwischen der Stimulation mit Formoterol allein und dessen Kombination mit 

Pertussis-Toxin detektiert werden (Abbildung 91). Die Wirkung des β-AR auf die Regulation 

des pNF-кB wurde demnach unter Normoxie durch den vom Gαi-Inhibitor regulierten 

Signalweg beeinflusst. 

Genauso wie bei pErk1/2 konnten die gefundenen Regulationen des pNF-кB in keinen 

Zusammenhang mit den Regulationen der getesteten Zytokine gebracht werden. 
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Gesunde 

pNF-кB wurde bei den Gesunden lediglich unter Normoxie durch die Kombination des 

GRK2/5-Inhibitors mit dem β-AR-Agonisten signifikant reguliert (Abbildung 92). Hierbei kam 

es zu einer Hemmung des pNF-кB auf etwa 80 % der unstimulierten Kontrolle, die sich 

signifikant von der Regulation des pNF-кB durch den β-AR-Agonisten allein unterschied 

(Abbildung 92). 

 

Abbildung 92: Regulation des pNF-кB bei Gesunden. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch 
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten 
bzw. DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, 
H89: PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3. 

Bei zusätzlicher Stimulation der Zellen mit IL-1β war keine signifikante Regulation des pNF-кB 

durch die getesteten Reagenzien mehr detektierbar (Abbildung 92). 

 

Vergleich RA-Patienten und Gesunde 

Obwohl pNF-кB bei den RA-Patienten durch viele der getesteten Reagenzien signifikant 

reguliert wurde und dies bei den Gesunden nur bei einem Reagenz der Fall war, wurden kaum 

signifikante Unterschiede beim Vergleich der Gesunden und RA-Patienten detektiert. 

Der einzige signifikante Unterschied in der Regulation des pNF-кB zwischen den 

Gesunden und RA-Patienten trat unter Normoxie + IL-1β bei kombinierter Stimulation der 

Fibroblasten mit dem GRK2/5-Inhibitor zusammen mit dem β-AR-Agonisten auf (Abbildung 

93). Während bei den Gesunden keine signifikante Regulation des pNF-кB detektiert werden 

konnte, waren bei den RA-Patienten im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nur 95 % des 

pNF-кB detektierbar (Abbildung 93). 
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Abbildung 93: Unterschiedliche Regulation des pNF-кB bei Gesunden und RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β. 
Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit 
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle (100 %), auftraten. Grün: Gesunde, rot: RA. 
Form: β-AR-Agonist, CCG: GRK2/5-Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3, n(RA)=7. 

3.8 Suche nach einem fluoreszenzbasierten cAMP Sensor 

Um eine spezifischere Aussage über die Auswirkungen der Signalumschaltung von Gαs zu Gαi 

bzw. der Behandlung der Zellen mit Stimulanzien und Inhibitoren verschiedener 

Schlüsselpunkte in der Signalkaskade im Bezug auf das Vorhandensein von cAMP zu 

untersuchen, sollten hierfür fluoreszenzbasierte cAMP-abhängige Sensoren genutzt werden. 

3.8.1 KCNQ1 

Der erste Ansatz für die Suche nach fluoreszenzbasierten cAMP-Markern war der Nachweis 

von KCNQ1. Der Kaliumkanal wird bei β-adrenerger Stimulation üblicherweise durch die 

cAMP-abhängige PKA phosphoryliert, was zu einem vermehrten Kaliumstrom führt (150–153). 

Mittels eines FLIPR (Fluorescent Imaging Plate Reader) Assays kann dieser Strom mit Hilfe 

eines Fluoreszenzfarbstoffes gemessen und gegebenenfalls mit verschiedenen Stimulanzien 

und Inhibitoren beeinflusst werden (154). 

Bei der histologischen Untersuchung konnte der Kaliumkanal KCNQ1 nicht 

nachgewiesen werden (Abbildung 94). Weder bei gefärbtem synovialem Gewebe noch bei 

isolierten synovialen Fibroblasten fiel die Färbung positiv aus (Abbildung 94). Aufgrund des 

fehlenden Nachweises wurde das Vorgehen zur Messung von cAMP über KCNQ1 nicht 

weiterverfolgt. 
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Abbildung 94: Immunhistologische Färbung des KCNQ1. Es wurde KCNQ1 (grün) sowie der Zellkern (blau) in 
synovialem Gewebe (A) und synovialen Fibroblasten (B) der RA-Patienten immunhistologisch gefärbt. Der 
Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

3.8.2 Epac-abhängiger FRET-Sensor 

3.8.2.1 Transfektion der synovialen Fibroblasten mit dem Epac-abhängigen 

FRET-Sensor 

Durch die Transfektion ohne einen viralen Vektor war der Nachweis des cAMP mittels des 

Epac-abhängigen FRET-Sensors nicht möglich. Weder mit Lipofectamine 2.000 oder 

Lipofectamine 3.000, PolyFect, Elektroporation, FuGene 6 oder X-treme Gene 9 gelang es in 

den synovialen Fibroblasten einen Farbumschlag bzw. eine Veränderung des FRET-Signals als 

Nachweis für veränderte cAMP-Konzentrationen durch Stimulation der Zellen zu detektieren.  

Die Elektroporation mit dem Programm P-023 für eine hohe Transfektionsrate 

überlebten die synovialen Fibroblasten nicht, eine Analyse der Zellen unter dem Mikroskop 

war nicht möglich. 

Bei den anderen Transfektionsmethoden war jeweils ein ähnliches Bild unter dem 

Mikroskop erkennbar. Die synovialen Fibroblasten hatten eine sehr hohe Eigenfluoreszenz 

und so war es optisch nicht eindeutig ersichtlich, welche Zelle transfiziert war und welche 

nicht. Außerdem waren die synovialen Fibroblasten, die am ehesten positiv zu sein schienen, 

nicht homogen gefärbt und nur minimal leuchtender als die restlichen Zellen (Abbildung 95). 

Bei den HEK-Zellen dagegen waren jeweils einige Zellen deutlich positiv, was zeigte, dass die 

Transfektionsmethoden bei den HEK-Zellen technisch funktionierten. 
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Abbildung 95: Transfizierte synoviale Fibroblasten. Synoviale Fibroblasten der RA-Patienten zeigten eine 
schwache, heterogene Färbung nach Transfektion mit dem Epac-abhängigen FRET-Sensor. 

Bei dem Versuch die cAMP-Produktion durch Stimulation der Zellen anzuregen und einen 

Farbumschlag zu detektieren, waren keine Änderungen des FRET-Signals bei den synovialen 

Fibroblasten messbar. Weder Forskolin, Isoprenalin, NKH 477, Pertussis-Toxin, 

Dibutyryl-cAMP, noch eine Kombination verschiedener Stimulanzien bewirkte einen 

Farbumschlag. Zur Kontrolle wurden auch die transfizierten HEK-Zellen stimuliert. Bei ihnen 

war eine Aktivierung der cAMP-Produktion nachweisbar. Die Ratio CFP/YFP stieg bei den 

HEK-Zellen nach der Stimulation an, und die Zellen färbten sich von türkis zu dunkelblau, was 

die Funktion des Sensors anzeigte. 

3.8.2.2 Transduktion der synovialen Fibroblasten mit einem lentiviralen Vektor 

Die Transduktion mit dem lentiviralen Vektor war erfolgreicher als die nicht-viralen 

Methoden. Dennoch war der Nachweis des cAMP bei den synovialen Fibroblasten auch 

hierbei nicht reproduzierbar möglich. Auch bei der lentiviralen Transduktion war bei den 

synovialen Fibroblasten eine sehr hohe Eigenfluoreszenz detektierbar. Nur wenige einzelne 

Zellen waren minimal intensiver leuchtend als die anderen.  

Ähnlich wie bei den nicht-viralen Transfektionsversuchen waren die HEK-Zellen, die als 

Kontrolle dienten, erfolgreich zu transduzieren. Einzelne HEK-Zellen leuchteten deutlich heller 

als andere und konnten als eindeutig positiv identifiziert werden. Auch der durch Stimulation 

induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration in den Zellen konnte wie erwartet über den 

Sensor mit einem Farbumschlag der Zellen und einem Anstieg der Ratio CFP/YFP 

nachgewiesen werden.  

Bei der Stimulation der synovialen Fibroblasten mit Forskolin, Isoprenalin, NKH 477, 

Pertussis-Toxin, Dibutyryl-cAMP oder einer Kombination verschiedener Stimulanzien war bei 
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den meisten positiv scheinenden Zellen hingegen kein Farbumschlag und keine Änderung des 

FRET-Signals detektierbar. 

Bei einem einzelnen synovialen Fibroblasten hatte die Detektion des cAMP mittels des 

Epac-abhängigen FRET-Sensors funktioniert (Abbildung 96). Durch die Stimulation der Zelle 

mit einem Aktivator des β-adrenergen Rezeptors konnte ein leichter Anstieg des cAMP 

nachgewiesen werden (Abbildung 96). Während das Signal des YFP nachließ, wurde das Signal 

des CFP stärker, die Ratio CFP/YFP stieg an (Abbildung 96). Bei anschließender Stimulation der 

Zelle mit einem Aktivator der Adenylatzyklase wurde ein deutlich stärkerer Anstieg der 

cAMP-Konzentration detektiert (Abbildung 96). Mit zunehmender Konzentration des cAMP 

färbte sich der synoviale Fibroblast von einem hellen Türkis zu einem dunklen Blau (Abbildung 

96). Solche Befunde waren aber eine Rarität, und somit war an eine systematische 

reproduzierbare Untersuchung nicht zu denken. 

 
Abbildung 96: Mit einem lentiviralen Vektor transduzierter synovialer Fibroblast. Dargestellt ist die Ratio CFP/YFP 
eines synovialen Fibroblasten eines RA-Patienten ohne Stimulation, nach Zugabe von Isoprenalin und nach 
Stimulation mit Forskolin. Die Bilder des Fibroblasten demonstrieren den Farbumschlag der Zellen, der den Anstieg 
der Ratio widerspiegelt. Isoprenalin: Aktivator des β-AR, Forskolin: Aktivator der Adenylatzyklase. 
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4 Diskussion 

4.1 Zellkultur 

Schon beim Kultivieren der Fibroblasten wurde deutlich, dass sich die Individualität der 

Patienten auch in der Zellkultur widerspiegelte. Es gab große Unterschiede im Zellwachstum 

und der Morphologie der Zellen unterschiedlicher Patienten (Abbildung 11). Während Zellen, 

die aus frisch entnommenem Synovialgewebe isoliert worden waren, schneller wuchsen, gab 

es oft Probleme beim Anwachsen und der Vermehrung weggefrorener Zellen. 

Beim Vorgang des Einfrierens und Auftauens kann es zu Zellschäden kommen (155). Es 

wird unter anderem die Lebensfähigkeit der Zellen beeinflusst, genauso wie die Apoptoserate, 

die metabolische Aktivität und das Adhäsionspotenzial (155,156). Unterschiede bezüglich der 

Zellzahl und der Kondition der Zellen vor dem Wegfrieren durch die Beteiligung 

unterschiedlicher Mitarbeiter waren möglich. Auch eine höhere Anzahl an Einfrier- und 

Auftauzyklen durch vorherige Arbeiten konnte nicht ausgeschlossen werden. Die Zeit, die die 

Zellen weggefroren waren, unterschied sich ebenfalls von Patient zu Patient und konnte 

Einfluss auf den Zustand der Zellen gehabt haben. 

Eine weitere Ursache für die Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellen lag in der 

Passage. Während Zellen direkt nach der Isolation (Passage 0) noch teilungsfreudig 

erschienen, nahm diese Eigenschaft mit zunehmender Zellteilung ab, wie es auch zuvor bei 

anderen Arbeiten mit synovialen Fibroblasten von RA-Patienten beobachtet worden war 

(157). Allgemein gelten synoviale Fibroblasten von RA-Patienten als tendenziell langsam 

wachsend (157). Auch die Morphologie änderte sich mit zunehmender Passage. Da die 

meisten aufgetauten Zellen bereits in Passage 3 oder höher waren, erklärt das die 

Unterschiede beispielsweise zwischen frisch isolierten synovialen Fibroblasten der 

RA-Patienten und den FLNs, die gefroren versandt worden waren. Es ist bekannt, dass sowohl 

die Passage als auch die Zeit der Zellen in Kultur Einfluss auf die Zellphysiologie haben können, 

wie beispielsweise auf die Größe der Zellen, ihre Morphologie, Wachstumseigenschaften und 

auch die Genexpression (157–160). Eventuell spielte die Passage auch eine Rolle bei der 

Verträglichkeit des Einfrierens und der Fähigkeit, sich danach wieder zu erholen. 

Weitere Faktoren, die das Zellwachstum und die Morphologie beeinflusst haben 

könnten, waren das Geschlecht der Patienten und ihr Alter. Außerdem standen die Patienten 
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unter dem Einfluss unterschiedlicher Medikamente gegen die Grundkrankheit und 

unterschiedliche Komorbiditäten. Aufgrund der geringen Patientenzahl, die für die Versuche 

zur Verfügung stand, konnten die daraus resultierenden Effekte nicht getrennt analysiert 

werden. 

Unterschiede, die sich zwischen den FLNs und RA-Zellen dargestellt haben, lagen 

vermutlich unter anderem auch am Aktivitätszustand der Zellen. Die synovialen Fibroblasten 

wurden aus akut entzündetem Gewebe isoliert, was mit einer höheren Grundaktivität 

einhergeht, als dies üblicherweise bei Zellen aus gesundem Gewebe der Fall ist (157,161). 

Außerdem sind die untersuchten und verglichenen Fibroblasten unterschiedlicher 

Herkunft. Aus Studien ist bekannt, dass sich Fibroblasten abhängig von ihrem anatomischen 

Ursprungsort spezialisieren und unterschiedliche Funktionen erfüllen (162). Synoviale 

Fibroblasten der RA-Patienten unterscheiden sich beispielsweise abhängig vom Gelenk, aus 

dem sie stammen, in ihrem Transkriptom, Epigenom und ihrer Funktion (163,164). Der 

gelenkspezifische Phänotyp sorgt für eine ausgeprägte funktionelle Vielfalt mit beispielsweise 

unterschiedlichen adhäsiven, proliferativen, chemotaktischen und Matrix-abbauenden 

Eigenschaften und damit für eine einzigartige Mikroumgebung (163,164). 

4.2 Grundvoraussetzungen für die Umschaltung des 

Signalweges von Gαs zu Gαi 

Aus der Literatur war bekannt, dass es am β2-AR zu einer Umschaltung der Signalweiterleitung 

von Gαs zu Gαi kommen kann (96,97,100,103,105). Bei diesen Arbeiten konnte gemeinsames 

Binden von PDE4 und β-Arrestin an den Rezeptor beobachtet werden (97,103). Des Weiteren 

scheint diese Situation vor allen Dingen dann vorzukommen, wenn eine inflammatorische 

Situation vorliegt. 

Im entzündeten Gewebe eines RA-Patienten liegt typischerweise ein Sauerstoffgehalt 

zwischen 2 % und 4 % vor (53–55). Um diese Begebenheit zu simulieren, wurden die Versuche 

zusätzlich zur Normoxie auch unter Hypoxie durchgeführt, was eine entzündliche Situation 

erzeugen kann. Außerdem ist bekannt, dass bei RA-Patienten eine erhöhte Konzentration des 

IL-1β im synovialen Gewebe vorliegt (117). Um die Entzündungssituation zu simulieren, 

wurden die Zellen unter Normoxie und auch unter Hypoxie mit und ohne IL-1β stimuliert. 

Durch die verschiedenen Bedingungen wurden drei Vergleichsplattformen geschaffen, 

unter denen die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung untersucht werden konnte (Abbildung 97). Hierbei 
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wurden die Gesunden unter nichtentzündlichen Bedingungen mit entzündlichen 

Bedingungen, die durch Hypoxie oder/und IL-1β simuliert wurden, verglichen. Außerdem 

wurden die Unterschiede zwischen den Gesunden und den RA-Patienten unter jeweils 

derselben Bedingung untersucht. Die dritte Plattform stellten die RA-Patienten dar, bei denen 

die Entzündung durch Hypoxie oder/und IL-1β noch weiter gesteigert wurde.  

 

Abbildung 97: Plattformen zur Untersuchung einer Gαs-zu-Gαi-Umschaltung 

Zunächst konnte gezeigt werden, dass der β2-AR im synovialen Gewebe und auch den 

isolierten synovialen Fibroblasten vorhanden war (Abbildung 12). Schon dieser Befund ist 

bedeutend, weil man üblicherweise eine Hemmung des proinflammatorischen Zytokins TNF 

über den β2-AR erwarten würde, was aber bei dieser Krankheit nicht zur Wirkung kommt, weil 

wahrscheinlich eine Rezeptorumschaltung von Gαs zu Gαi eine entscheidende Rolle spielt. 

Auch gemeinsam gebundenes PDE4 und β-Arrestin konnte nachgewiesen werden (Abbildung 

13 und Abbildung 14). Nachdem diese Grundvoraussetzungen in vorherigen Arbeiten in 

gemischten synovialen Zellen nachgewiesen worden waren, konnte nun gezeigt werden, dass 

dies auch für die synovialen Fibroblasten der Fall ist (103). Außerdem konnten die 

Untereinheiten der G-Proteine, die an einer Gαs-zu-Gαi-Umschaltung beteiligt sind, in den 

synovialen Fibroblasten detektiert werden. Sowohl Gαs als auch Gαi1 und Gαi2 waren stark 

vertreten (Abbildung 15). Dies konnte zuvor ebenfalls in einer anderen Arbeit in Monozyten 

beobachtet werden, bei denen die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung nach Verbrennungsverletzungen 

untersucht wurde (105). Da die Grundvoraussetzungen erfüllt waren, sollte ein Umschalten 

des Signalweges von Gαs zu Gαi prinzipiell möglich sein. 



Diskussion 

 

148 
 

4.3 Relevante Zielparameter für die Signalumschaltung von 

Gαs zu Gαi 

In bisherigen Arbeiten, die eine Umschaltung der Signalweiterleitung von Gαs zu Gαi 

untersuchten, wurde meistens TNF als Marker für eine proinflammatorische 

Signalweiterleitung gewählt (103,105). Zum einen ist TNF ein typischer Entzündungsmarker, 

zum anderen ist bekannt, dass TNF im Zusammenhang mit Gαi-Signalwegen steht (165–168). 

Auch in Bezug auf RA ist TNF ein wichtiger krankheitsfördernder Faktor, weshalb die 

Untersuchung des TNF in diesem Zusammenhang sinnvoll ist (3,15,47–52).  

Da Fibroblasten jedoch kein TNF produzieren, mussten andere Parameter gefunden 

werden, die die Signalumschaltung sichtbar machen konnten. Hierfür wurden Proteine 

ausgewählt, die durch Stimulation der Adenylatzyklase reguliert wurden und mit 

Entzündungsreaktionen bzw. RA assoziiert sind. Durch den Human Cytokine Array fiel die Wahl 

auf IL-6, IL-8 und PAI-1, genauso wie IL-12p70 und SDF-1 (Abbildung 16). Durch den 

RNA-Microarray sind zusätzlich BMP2, BMP6, IL-33, Osteoprotegerin, IL-1ra, GAS1, CCL2 und 

VEGF-C in den Fokus geraten (Tabelle 39). Nach Ausschluss jener Proteine, die nicht mittels 

ELISA detektierbar waren, wurde das Hauptaugenmerk auf IL-6, Osteoprotegerin, PAI-1, CCL2 

und VEGF-C gelegt.  

IL-6 ist in der Lage lokale Entzündungen zu induzieren und aufrecht zu erhalten und 

dadurch die Zerstörung der Gelenke zu beeinflussen (115,116). Osteoprotegerin hat 

schützende Funktionen, da es durch die Hemmung der Bildung von Osteoklasten die 

Knochenerosion hemmt und an der Regulation der Knochenbildung und Knochenresorption 

beteiligt ist (118,120). PAI-1 ist ein Regulator des fibrinolytischen Systems, indem es die 

Umwandlung des Plasminogen zu Plasmin hemmt (121–124). Außerdem ist die 

PAI-1-Expression bei RA erhöht und mit der Krankheitsaktivität assoziiert (126,128). CCL2 

wirkt chemotaktisch und nimmt unter anderem über die Osteoklastengenese und 

Angiogenese Einfluss auf die Entwicklung der RA (129–131). VEGF-C vermittelt ebenfalls 

Angiogenese und zusätzlich Lymphangiogenese, wodurch es die Synovitis beeinflusst 

(169,170). 

Bei den ersten Versuchen mit einer Dosis-Wirkungskurve des 

Adenylatzyklase-Aktivators NKH 477 wurde deutlich, dass die 5 ausgewählten Proteine 

abhängig vom Sauerstoffgehalt der Luft und der zusätzlichen Stimulation mit IL-1β signifikant 

reguliert wurden (Abbildung 18 bis Abbildung 21). Außerdem wurde ein deutlicher Effekt des 
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Adenylatzyklase-Aktivators detektiert, der bei einer Konzentration von 10-6 M sichtbar wurde 

(Abbildung 18 bis Abbildung 21). Auf dem Boden dieser ersten Ergebnisse wurde die 

Konzentration des NKH 477 für die weiteren Versuche auf 10-6 M festgelegt. 

Außerdem konnte bereits bei diesen Versuchen festgestellt werden, dass die 

Regulationsmechanismen nicht für alle Proteine einheitlich waren. Während manche mehr 

von den induzierten Entzündungsreaktionen durch IL-1β beeinflusst wurden, war bei anderen 

der Sauerstoffgehalt der Luft der entscheidende Faktor für die Regulation. 

4.4 Die Regulation der einzelnen Proteine 

Neben der Wirkung des Sauerstoffgehaltes der Luft, der Stimulation der Fibroblasten mit 

IL-1β, sowie Stimulation der Adenylatzyklase sollten außerdem andere Schlüsselpunkte in der 

Signalkaskade über Gαs und Gαi bezüglich ihres Effekts auf die Zytokine untersucht werden. 

In den durchgeführten Versuchen wurden zusätzlich zu IL-6, Osteoprotegerin, PAI-1 und CCL2 

auch pCREB, pErk1/2 und pNF-кB analysiert, die alle mit Entzündungsreaktionen oder der 

Pathogenese der RA assoziiert sind. 

Bei einer Signalweiterleitung des β-AR über den kanonischen Gαs-Signalweg wird die 

Adenylatzyklase aktiviert, die durch die Steigerung der cAMP-Konzentration zu 

antiinflammatorischen Signalweiterleitungen führt (96,97,100). Kommt es stattdessen zu 

einer Gαs-zu-Gαi-Umschaltung wird das Signal vom stimulierten Rezeptor über Gαi vermittelt 

und führt zur Aktivierung proinflammatorischer Signalwege. Neben Gαi spielen die GRKs, die 

PKA, β-Arrestin und PDE4 eine entscheidende Rolle bei dieser Umschaltung (genauer 

beschrieben unter 1.2.5 Gαs-zu-Gαi-Umschaltung und in Abbildung 9) (84,96,97,100,103). 

Da es bisher noch keine Veröffentlichungen gibt, die die in diesem Teil der Arbeit 

untersuchten Zusammenhänge betrachten, war es nicht möglich die folgenden Ergebnisse mit 

der Literatur zu vergleichen. 

4.4.1 Gαs-zu-Gαi-Umschaltung bei entzündlicher Konstellation 

Durch RA oder auch die Simulation einer Entzündung bei Gesunden konnten typische 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltungen detektiert werden. Hierbei wurde das Signal nicht mehr vom β-AR 

über Gαs an die Adenylatzyklase weitergeleitet. In den meisten Fällen konnte die Umschaltung 

durch Hemmung des Gαi oder/und Hemmung der GRKs rückgängig gemacht werden. 
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IL-6 

Bei den RA-Patienten konnte unter Normoxie bei Simulation einer gesteigerten Entzündung 

durch IL-1β eine Gαs-zu-Gαi-Umschaltung beobachtet werden. Hierbei konnte keine 

cAMP-bedingte Regulation des IL-6 über den Gαs-Pfad detektiert werden (Abbildung 28). 

Stattdessen kam es durch Aktivierung des β-AR zu einer Signalweiterleitung über Gαi, die eine 

gesteigerte IL-6-Konzentration bewirkte (Abbildung 29). Die IL-6-Steigerung durch den 

aktivierten β-AR konnte sowohl durch Hemmung des Gαi mit Pertussis-Toxin als auch durch 

die GRK-Inhibitoren aufgehoben werden (Abbildung 29 und Abbildung 30). 

Die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung führte demnach zu einer proinflammatorischen Situation 

bei stimuliertem β-AR, die durch Gαi, GRK2/3 und GRK2/5 vermittelt wurde (Abbildung 98). 

Gleichzeitig hatten Gαs, cAMP und die PKA keinen Einfluss mehr auf die Regulation des IL-6. 
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Abbildung 98: Umschaltung der Signalweiterleitung bei RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β bei der Regulation 
des IL-6. Unter (A) dargestellt sind die Umschaltungen der Signalweiterleitung des β-AR. Während Formoterol 
allein eine Steigerung des IL-6 über Gαi bewirkt, wird der Effekt bei Hemmung des Gαi, der GRK2/3 oder der 
GRK2/5 aufgehoben. Unter (B) sieht man die Umschaltung der Signalweiterleitung der Adenylatzyklase. Durch 
Stimulation der Adenylatzyklase durch NKH 477 wird keine Regulation des IL-6 bewirkt, auch nicht bei 
gleichzeitiger Hemmung der PKA. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: 
PKA-Inhibitor, CMPD: GRK2/3-Inhibitor, CCG: GRK2/5-Inhibitor, AC: Adenylatzyklase, cAMP: zyklisches 
Adenosinmonophosphat. 

Bei den Gesunden konnte durch Simulation einer Entzündung durch Hypoxie und IL-1β eine 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltung beobachtet werden. Formoterol führte zu einer Steigerung des IL-6, 

was durch eine Hemmung des Gαi mit Pertussis-Toxin abgestellt werden konnte (Abbildung 

33). Das war unerwartet, weil man somit eine Gαi-bedingte Steigerung des IL-6 erkannte und 

die übliche Gαs-bedingte Steigerung des cAMP keine Rolle für IL-6 zu spielen schien. Dafür 

spricht auch die fehlende Wirkung des NKH 477 (Abbildung 32). Der Aktivator der 

Adenylatzyklase bekam erst wieder eine Bedeutung, wenn der PKA-Hemmer H89 ins Spiel 

kam, was für die PKA-bedingte Hemmung des IL-6-Anstiegs spricht (Abbildung 32). Auch das 
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war unerwartet, weil man unter den kanonischen Bedingungen eine cAMP-PKA-bedingte 

Steigerung des IL-6 erwarten würde. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die GRK3 in die 

Umschaltung zur proinflammatorischen Wirkung des β-AR-Agonisten involviert war 

(Abbildung 34). Es konnte also durch eine Kombination aus Hypoxie und IL-1β eine Situation 

bei Gesunden erzeugt werden, die eine Art von Gαs-zu-Gαi-Umschaltung provozierte. Gαi und 

die GRK3 bekamen so eine pro-IL-6-Wirkung und Gαs, cAMP und PKA verloren sie (Abbildung 

99).  

 

Abbildung 99: Umschaltung der Signalweiterleitung bei Gesunden unter Hypoxie + IL-1β bei der Regulation des 
IL-6. Unter (A) dargestellt sind die Umschaltungen der Signalweiterleitung des β-AR. Während Formoterol allein 
eine Steigerung des IL-6 über Gαi bewirkt, wird der Effekt bei Hemmung des Gαi oder der GRK2/3 aufgehoben. 
Unter (B) sieht man die Umschaltung der Signalweiterleitung der Adenylatzyklase. Durch die PKA wird die 
Wirkung des NKH 477 unterbunden. Erst bei Hemmung der PKA durch H89 kommt es zu einer Steigerung des IL-6. 
NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CMPD: 
GRK2/3-Inhibitor, AC: Adenylatzyklase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat. 

 

Osteoprotegerin 

Auch bei der Regulation des Osteoprotegerins bei den Gesunden konnte eine 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltung durch Simulation einer Entzündung provoziert werden. Unter 

Normoxie + IL-1β war es nicht möglich eine Regulation über Gαs oder cAMP durch Stimulation 

des β-AR oder der Adenylatzyklase allein zu bewirken (Abbildung 46). Die Wirkung des 

Adenylatzyklase-Aktivators war durch die Aktivität der PKA aufgehoben, sodass erst durch 
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deren Hemmung eine verminderte Konzentration des Osteoprotegerins detektiert werden 

konnte (Abbildung 45). Die Wirkung des β-AR-Agonisten konnte nur bei gleichzeitiger 

Inhibition des Gαi detektiert werden (Abbildung 47).  

Unter Normoxie + IL-1β waren demnach die PKA und Gαi an der 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltung bei der Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden beteiligt, die 

beide eine Steigerung des Osteoprotegerins bewirkten (Abbildung 100). Die GRKs, die zuvor 

bei IL-6 bei der Umschaltung von Gαs zu Gαi von Bedeutung waren, spielten dagegen keine 

Rolle (Abbildung 44). 

 

Abbildung 100: Umschaltung der Signalweiterleitung bei Gesunden unter Normoxie + IL-1β bei der Regulation 
des Osteoprotegerins. Unter (A) dargestellt sind die Umschaltungen der Signalweiterleitung des β-AR. Während 
Formoterol allein keine Regulation des Osteoprotegerins bewirkt kann durch Kombination mit dem Gαi-Inhibitor 
eine Hemmung des Osteoprotegerins detektiert werden. Unter (B) sieht man die Umschaltung der 
Signalweiterleitung der Adenylatzyklase. Durch die PKA wird die Wirkung des NKH 477 unterbunden. Erst bei 
Hemmung der PKA durch H89 kommt es zu einer Hemmung des Osteoprotegerins. NKH: 
Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, AC: Adenylatzyklase, 
cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat. 

 

PAI-1 

Bei den Gesunden konnte bei der Regulation des PAI-1 eine unerwartete teilweise 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltung bereits ohne Simulation einer Entzündung beobachtet werden. 

Unter Normoxie bewirkte die Stimulation des β-AR eine deutlich geringere Hemmung des 

PAI-1 als es beim Aktivator der Adenylatzyklase der Fall war (Abbildung 59). Das war 

ungewöhnlich, da das Signal bei der kanonischen Signalweiterleitung vom β-AR über Gαs an 

die Adenylatzyklase weitergegeben werden würde, ohne dabei in diesem Ausmaß vermindert 

zu werden. Durch Kombination des β-AR-Agonisten mit dem Gαi-Inhibitor wurde PAI-1 
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signifikant stärker erniedrigt als ohne Pertussis-Toxin (Abbildung 61). Dies weist darauf hin, 

dass Gαi eine Steigerung des PAI-1 über den β-AR bewirkte.  

Diese Umschaltung war jedoch deutlich geringer ausgeprägt als bei Simulation einer 

Entzündung durch Hypoxie. Bei Sauerstoffmangel bewirkte die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung eine 

gänzliche Abschaltung der Wirkung des β-AR-Agonisten (Abbildung 59). Durch Kombination 

des β-AR-Agonisten mit dem Gαi-Inhibitor konnte jedoch eine Hemmung des PAI-1 bewirkt 

werden, die nahezu identisch mit der Wirkung des Aktivators der Adenylatzyklase war 

(Abbildung 59 und Abbildung 61). Durch Hemmung des Gαi konnte das Signal also wieder über 

Gαs eine cAMP-bedingte antiinflammatorische Hemmung des PAI-1 bewirken (Abbildung 

101). 

Während die Umschaltung von Gαs zu Gαi unter Normoxie nur eine untergeordnete 

Rolle spielte, unterbrach sie unter Hypoxie die Signalweiterleitung vom β-AR zur 

Adenylatzyklase komplett. Entgegen der Beobachtungen bei den vorherigen Zytokinen konnte 

bei dieser Umschaltung jedoch keine Beteiligung der PKA oder der GRKs nachgewiesen 

werden (Abbildung 59, Abbildung 60). 

 

Abbildung 101: Umschaltung der Signalweiterleitung bei Gesunden unter Hypoxie bei der Regulation des PAI-1. 
Die Regulation des PAI-1 durch Formoterol wird bei Gesunden unter Hypoxie durch Gαi verhindert. Durch 
Hemmung des Gαi bewirkt Formoterol eine Hemmung des PAI-1 über Gαs. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. 

 

CCL2 

Bei der Regulation des CCL2 konnte bei den RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β eine 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltung detektiert werden. Entgegen der cAMP-bedingten Hemmung des 

CCL2 durch den Aktivator der Adenylatzyklase bewirkte der β-AR-Agonist keine signifikante 

Regulation des CCL2 (Abbildung 67). Nur bei gleichzeitiger Hemmung des Gαi (Abbildung 69) 
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oder Hemmung der GRK2/5 (Abbildung 71) konnte die Stimulation des β-AR eine Hemmung 

des CCL2 über Gαs und cAMP bewirken, was für eine Gαi- und GRK2/5-bedingte Steigerung 

des CCL2 spricht. 

Gαi und die GRK2/5 begünstigten demnach die Gαs-zu-Gαi-Umschaltung und 

verhinderten die Signalweiterleitung vom β-AR zur Adenylatzyklase und die damit verbundene 

cAMP-bedingte Hemmung des CCL2. Die Abbildung 102 fasst den Sachverhalt zusammen. 

 

Abbildung 102: Umschaltung der Signalweiterleitung bei RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β bei der Regulation 
des CCL2. Formoterol allein hat keine Wirkung auf die Regulation des CCL2 bei RA-Patienten unter 
Normoxie + IL-1β, da die Wirkung durch Gαi und GRK2/5 verhindert wird. Bei Hemmung des Gαi oder der GRK2/5 
kommt es jeweils zu einer Hemmung des CCL2 über Gαs. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, CCG: 
GRK2/5-Inhibitor. 

 

pCREB 

Auch bei der Regulation des pCREB konnte eine milde Gαs-zu-Gαi-Umschaltung unter 

Normoxie bei den RA-Patienten detektiert werden. Die Stimulation des β-AR bewirkte eine 

proinflammatorische Steigerung des pCREB, die nicht bei Aktivierung der Adenylatzyklase 

detektiert werden konnte und demnach nicht durch eine Gαs-bedingte cAMP-Steigerung 

vermittelt wurde (Abbildung 79). Durch die Hemmung des Gαi wurde die pCREB-Steigerung 

durch den β-AR-Agonisten signifikant vermindert was darauf hinweist, dass die 
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proinflammatorische pCREB-Steigerung über Gαi vermittelt wurde (Abbildung 77 und 

Abbildung 103). Die Umschaltung war unabhängig von der Aktivität der GRKs (Abbildung 78). 

 

Abbildung 103: Umschaltung der Signalweiterleitung bei RA-Patienten unter Normoxie bei der Regulation des 
pCREB. Formoterol bewirkt bei den RA-Patienten unter Normoxie eine Steigerung des pCREB über Gαi. Durch 
Hemmung des Gαi kann eine signifikant verminderte Steigerung des pCREB detektiert werden. Form: 
β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor. 

 

pErk1/2 

Bei den RA-Patienten konnte unter Normoxie + IL-1β eine Gαs-zu-Gαi-Umschaltung 

beobachtet werden. Die Stimulation des β-AR führte nicht zu einer Signalweiterleitung über 

Gαs zur Adenylatzyklase, die pErk1/2 durch eine cAMP-Steigerung hemmte (Abbildung 85), 

sondern hatte keine Wirkung auf die Regulation des pErk1/2 (Abbildung 83). Die Weiterleitung 

des Signals über Gαs wurde durch Gαi und die GRK2/3 verhindert, die eine pErk1/2-Steigerung 

über den β-AR vermittelten. Erst durch deren Hemmung entsprach die Wirkung des 

stimulierten β-AR ungefähr der Wirkung der stimulierten Adenylatzyklase (Abbildung 83 bis 

Abbildung 85), was einer Signalweiterleitung des β-AR über Gαs entsprach. Das Modell ist in 

Abbildung 104 gezeigt. 
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Abbildung 104: Umschaltung der Signalweiterleitung bei RA-Patienten unter Normoxie + IL-1β bei der Regulation 
des pErk1/2. Formoterol allein hat keine Wirkung auf die Regulation des pErk1/2 bei RA-Patienten unter 
Normoxie + IL-1β, da die Wirkung durch Gαi und GRK2/3 verhindert wird. Bei Hemmung des Gαi oder der GRK2/3 
kommt es jeweils zu einer Hemmung des pErk1/2 über Gαs. Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, CMPD: 
GRK2/3-Inhibitor. 

 

pNF-кB  

Bei den RA-Patienten konnte unter Normoxie eine Gαs-zu-Gαi-Umschaltung beobachtet 

werden. Die Signalweiterleitung des stimulierten β-AR war unter dieser Bedingung 

unterbunden, konnte jedoch durch Hemmung der GRK2/5 oder des Gαi signifikant in eine 

pNF-кB-hemmende Richtung verlagert werden (Abbildung 90 und Abbildung 91). Auch die 

Signalweiterleitung der aktivierten Adenylatzyklase war unterbunden und konnte nur bei 

Hemmung der PKA eingeschaltet werden (Abbildung 89). 

Unter Normoxie hatten die PKA, Gαi und GRK2/5 demnach steigernden Einfluss auf die 

pNF-кB-Regulation, welcher die antiinflammatorische Wirkung des β-AR und der 

Adenylatzyklase verhinderte (Abbildung 105). 
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Abbildung 105: Umschaltung der Signalweiterleitung bei RA-Patienten unter Normoxie bei der Regulation des 
pNF-кB. Unter (A) dargestellt sind die Umschaltungen der Signalweiterleitung des β-AR. Formoterol allein hat 
keine Wirkung auf die Regulation des pNF-кB. Durch die Hemmung des Gαi wird pNF-кB im Vergleich zu 
Formoterol allein signifikant vermindert. Durch Hemmung der GRK2/5 bewirkt Formoterol eine Hemmung des 
pNF-кB. Unter (B) sieht man die Umschaltung der Signalweiterleitung der Adenylatzyklase. Durch die PKA wird 
die Wirkung des NKH 477 unterbunden. Erst bei Hemmung der PKA durch H89 kommt es zu einer Hemmung des 
pNF-кB. NKH: Adenylatzyklase-Aktivator, Form: β-AR-Agonist, PT: Gαi-Inhibitor, H89: PKA-Inhibitor, CCG: 
GRK2/5-Inhibitor, AC: Adenylatzyklase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat. 

4.4.2 Abschaltungen bei entzündlicher Konstellation 

Neben der Gαs-zu-Gαi-Umschaltung konnten außerdem einige Abschaltungen von 

Signalwegen unter den untersuchten Bedingungen detektiert werden.  

Eine wichtige Ursache war in vielen Fällen, dass die durch Hypoxie oder/und IL-1β 

simulierte Entzündung zu einer massiven Steigerung der Zytokinproduktion führte, was 

weitere Regulationsmöglichkeiten durch einen anderen Signalpfad wie cAMP verhinderte. Das 

bedeutet, dass die inflammatorischen Stimuli der Hypoxie und des IL-1β so dominant wurden, 

dass subtilere Regulationsmöglichkeiten nicht mehr detektierbar waren. Es ist daher nicht 

verwunderlich, dass die Beeinflussung der Adenylatzyklase vorrangig unter weitgehend 

nicht-entzündlichen Bedingungen zu beobachten war und unter proinflammatorischen 

Situationen reduziert wurde.  
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IL-6 

Bei den RA-Patienten konnte durch die Simulation einer Entzündung beobachtet werden, dass 

viele Regulationsmöglichkeiten über die untersuchten Pfade abgeschaltet wurden (Abbildung 

27). Besonders stark trat dies unter der entzündlichsten Bedingung, also Hypoxie + IL-1β, auf 

(Abbildung 27). Dies entspricht der zuvor genannten Hypothese, dass bei starker Entzündung 

die Zytokinfreisetzung so stark angekurbelt wurde, dass die untersuchten 

G-Protein-abhängigen Regulationsmechanismen zu subtil waren und keine Wirkung mehr 

zeigten. Aus demselben Grund sah man bei den Gesunden unter Normoxie + IL-1β eine 

Abschaltung der Regulation des IL-6 im Vergleich zur Normoxie (Abbildung 31).  

Beim Vergleich der Wirkung des Aktivators der Adenylatzyklase und des β-AR-Agonisten 

unter Hypoxie + IL-1β fiel außerdem auf, dass es bei den RA-Patienten zu einer Abschaltung 

der Signalweiterleitung des β-AR kam. Im Gegensatz zur Hemmung des IL-6 durch die 

stimulierte Adenylatzyklase (Abbildung 28) hatte der stimulierte β-AR keine signifikante 

Wirkung auf die IL-6-Konzentration (Abbildung 29). Das Signal wurde demnach nicht über Gαs 

zur Adenylatzyklase weitergeleitet. Da keine Abhängigkeit der Wirkung des β-AR-Agonisten 

von den durch den Gαi-Inhibitor und den anderen getesteten Reagenzien regulierten 

Signalwegen detektiert werden konnte, war die Abschaltung unabhängig von Gαi und den 

GRKs (Abbildung 29 und Abbildung 30). 

 

Osteoprotegerin 

Bei den RA-Patienten konnte bei der Regulation des Osteoprotegerins eine Abschaltung der 

Signalwege über die GRKs unter Hypoxie beobachtet werden (Abbildung 43). Während die 

Hemmung der GRKs unter allen anderen Bedingungen eine Steigerung des Osteoprotegerins 

bewirkte, konnte unter dieser Bedingung die Rezeptorwirkung nicht stabilisiert werden 

(Abbildung 43). 

Auch bei den Gesunden konnten einige Abschaltungen bei der Regulation des 

Osteoprotegerins beobachtet werden. Da die Konzentration des Osteoprotegerins unter allen 

untersuchten Bedingungen sehr hoch war, konnten allgemein kaum Regulationen über die 

untersuchten G-Protein-abhängigen Regulationsmechanismen detektiert werden (Abbildung 

44). Unter Hypoxie + IL-1β wurden bei den Gesunden jedoch alle Regulationsmöglichkeiten 

des Osteoprotegerins über die untersuchten Pfade abgeschaltet (Abbildung 44).  

Bei den Gesunden konnte außerdem eine Abschaltung der Signalweiterleitung vom β-AR 

zur Adenylatzyklase beobachtet werden (Abbildung 46). Unter Normoxie und Hypoxie 
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bewirkte der β-AR-Agonist im Gegensatz zum Aktivator der Adenylatzyklase keine Hemmung 

des Osteoprotegerins (Abbildung 46). Das Signal wurde demnach nicht über Gαs zur 

Adenylatzyklase weitergleitet. Da sich die Wirkung des β-AR-Agonisten auch bei Inhibition des 

Gαi oder der GRKs nicht der Wirkung des Aktivators der Adenylatzyklase annäherte, waren 

diese Signalpfade nicht für die Abschaltung der Signalweiterleitung verantwortlich (Abbildung 

44). 

Zusätzlich konnte bei den Gesunden die Hemmung des Osteoprotegerins durch den 

Aktivator der Adenylatzyklase nur unter Normoxie und Hypoxie detektiert werden (Abbildung 

46). Bei Simulation einer Entzündung durch IL-1β wurde diese Regulationsmöglichkeit 

aufgehoben (Abbildung 46). 

 

PAI-1 

Bei den RA-Patienten konnte eine Abschaltung vieler Regulationsmöglichkeiten des PAI-1 

unter Hypoxie und Hypoxie + IL-1β beobachtet werden (Abbildung 53). Durch die simulierte 

gesteigerte Entzündung durch den verminderten Sauerstoffgehalt wurde bei den Fibroblasten 

die PAI-1-Konzentration im Vergleich zur Normoxie deutlich gesteigert, weshalb die 

untersuchten Regulationswege zu subtil waren. 

Bei den RA-Patienten konnte außerdem beobachtet werden, dass die 

Signalweiterleitung vom β-AR zur Adenylatzyklase bei der Regulation des PAI-1 in den meisten 

Fällen abgeschaltet war (Abbildung 53). Lediglich unter Normoxie + IL-1β bewirkten sowohl 

der Aktivator der Adenylatzyklase als auch der β-AR-Agonist eine signifikante Hemmung des 

PAI-1 (Abbildung 53). Unter den anderen Bedingungen wurde das Signal vom β-AR nicht über 

Gαs an die Adenylatzyklase weitergeleitet, sondern abgeschaltet, weshalb keine 

cAMP-bedingte Hemmung des PAI-1 mehr detektierbar war (Abbildung 53). Da unter diesen 

Bedingungen weder durch Inhibition des Gαi noch der GRKs eine Annäherung an die Wirkung 

des Aktivators der Adenylatzyklase bewirkt wurde, war die Abschaltung der 

Signalweiterleitung unabhängig von diesen Signalpfaden (Abbildung 53). 

Auch bei den Gesunden wurden die meisten Regulationsmöglichkeiten des PAI-1 durch 

Simulation einer Entzündung durch Hypoxie oder/und IL-1β aufgehoben, besonders jedoch 

durch IL-1β (Abbildung 59). Dies entspricht erneut der Hypothese, dass bei hohen 

Konzentrationen des Proteins, durch die Simulation der Entzündung mit IL-1β, die 

untersuchten Pfade an Wirksamkeit verlieren. 
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Wie schon bei den RA-Patienten konnte auch bei den Gesunden eine 

Abschaltung/Abschwächung der Signalweiterleitung vom β-AR über Gαs zur Adenylatzyklase 

beobachtet werden (Abbildung 59). Während unter Normoxie und Hypoxie der durch den 

Gαi-Inhibitor regulierte Signalweg eine entscheidende Rolle dabei spielte, war die Abschaltung 

der Signalweiterleitung bei Simulation einer Entzündung mit IL-1β unabhängig von Gαi und 

den GRKs (Abbildung 59 und Abbildung 61).  

 

CCL2 

Bei den RA-Patienten konnte eine Abschaltung der Signalweiterleitung unter der gesteigerten 

entzündlichen Situation, die durch Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β simuliert wurde, bei 

der Inhibition der GRK2/3 bzw. GRK2/5 detektiert werden. Unter Normoxie und unter Hypoxie 

bewirkten die GRK-Inhibitoren eine gesteigerte Konzentration des CCL2 (Abbildung 70). Bei 

zusätzlicher Stimulation der Zellen mit IL-1β wurde die Signalweiterleitung über die GRKs 

abgeschaltet, sodass deren Inhibition keine signifikante Regulation des CCL2 mehr bewirkte 

(Abbildung 70).  

Bei den Gesunden war die Regulation des CCL2 über die Gαs-/Gαi-Pfade nicht von 

großer Bedeutung. Es konnten kaum signifikante Regulationen detektiert werden, was, wie 

schon zuvor bei anderen Proteinen angeführt, an der hohen Konzentration des CCL2 bei den 

Gesunden lag (Abbildung 73). Das führte dazu, dass sich die Regulation des CCL2 bei Gesunden 

und RA-Patienten vor allem unter Normoxie durch viele Reagenzien signifikant unterschied 

(Abbildung 74). Obwohl unter Normoxie + IL-1β ebenfalls signifikante Regulationen bei den 

RA-Patienten detektiert wurden, die nicht bei den Gesunden auftraten, wurde durch die 

Simulation einer gesteigerten Entzündung mit IL-1β eine Abschwächung der Regulationen 

bewirkt, die dafür sorgte, dass sich die CCL2-Konzentration der Gesunden und RA-Patienten 

nicht mehr signifikant unterschied. 

 

pCREB 

Bei den RA-Patienten bewirkte die Simulation einer Entzündung durch IL-1β unter Normoxie 

die Abschaltung der Signalweiterleitung über den β-AR. Alle Steigerungen des pCREB durch 

den β-AR-Agonisten allein oder kombiniert mit dem Gαi- oder den GRK-Inhibitoren wurden 

unter dieser Bedingung, verglichen mit der Situation unter Normoxie, abgeschaltet (Abbildung 

79). 
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4.4.3 Einschaltung bei entzündlicher Konstellation 

Neben der Abschaltung von Signalwegen konnten auch Einschaltungen durch entzündliche 

Bedingungen detektiert werden. 

 

IL-6 

Bei den Gesunden wurden, entgegen der Beobachtung bei den RA-Patienten (Abbildung 27), 

unter Hypoxie + IL-1β die meisten signifikanten Regulationen beobachtet (Abbildung 31). 

Während die Simulation der gesteigerten Entzündung im hypoxischen Kniegelenk mittels IL-1β 

bei den RA-Patienten also eine mögliche Regulation der Gαs-/Gαi-Pfade verhinderte, schien 

die Regulation dieser Pfade bei Gesunden erst unter dieser Bedingung richtig eingeschaltet zu 

werden (Vergleich Abbildung 27 und Abbildung 31). Bei den Gesunden war demnach die 

Simulation der Entzündung nötig, um die Regulationspfade einzuschalten, die bei den 

RA-Patienten durch die krankheitsbedingte Entzündung bereits beispielsweise unter 

Normoxie eingeschaltet waren. 

 

PAI-1 

Bei der Regulation des PAI-1 bei RA-Patienten konnte erkannt werden, dass die Bedingung der 

Normoxie + IL-1β großen Einfluss hatte. Unter dieser Bedingung bewirkten alle getesteten 

Reagenzien eine signifikante Regulation des PAI-1 (Abbildung 53). Es kam unter dieser 

Bedingung zu einer Einschaltung von Regulationsmechanismen, die unter den anderen 

Bedingungen nicht eingeschaltet, bzw. vor allem unter Hypoxie + IL-1β abgeschaltet waren 

(Abbildung 53). Ein Beispiel hierfür ist die Hemmung des PAI-1 durch den β-AR-Agonisten 

allein und in Kombination mit den Inhibitoren des Gαi und der GRKs, die nur unter 

Normoxie + IL-1β Einfluss auf die PAI-1-Regulation hatten (Abbildung 53). 

 

pErk1/2 

Die Regulation des pErk1/2 durch den Aktivator der Adenylatzyklase, den PKA-Inhibitor sowie 

deren Kombination war bei den RA-Patienten nur unter der gesteigerten entzündlichen 

Situation, bei zusätzlicher Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β, eingeschaltet (Abbildung 

85). 

 

pNFkB 

Bei den RA-Patienten konnte beobachtet werden, dass einige Reagenzien nur bei zusätzlicher 

Stimulation der Zellen mit IL-1β einen signifikanten Einfluss auf die Regulation des pNF-кB 
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hatten. So trat die hemmende Wirkung des Aktivators der Adenylatzyklase und des 

Gαi-Inhibitors nur unter Normoxie + IL-1β auf (Abbildung 89 und Abbildung 91). Die 

Regulation des pNF-кB über diese Pfade wurde demnach erst durch Simulation der 

gesteigerten Entzündung durch die Stimulation der Fibroblasten mit IL-1β eingeschaltet. 

4.5 Messung des cAMP mit dem Epac-abhängigen 

FRET-Sensor 

Zum direkten Nachweis des cAMP bzw. einer Konzentrationsänderung des cAMP in der Zelle 

wurden die synovialen Fibroblasten mit einem Epac-abhängigen FRET-Sensor transfiziert bzw. 

transduziert. Durch die Messung des Energietransfers nach Stimulation der Zellen sollten 

Unterschiede in der cAMP-Konzentration in den Zellen detektiert werden. 

Nach der lentiviralen Transduktion konnte bei einem synovialen Fibroblasten eines 

RA-Patienten eine leicht gesteigerte cAMP-Konzentration durch Stimulation mit dem 

β-AR-Agonisten Isoprenalin detektiert werden (Abbildung 96). Deutlich stärker fiel der Anstieg 

des cAMP durch die anschließende Stimulation der Zelle mit dem Aktivator der 

Adenylatzyklase aus (Abbildung 96). Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die 

Signalweiterleitung vom β-AR zur Adenylatzyklase gestört war, da nicht das volle Ausmaß des 

Signals übertragen wurde. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die teilweise Umschaltung des 

Gαs-Signalweges zu einem Gαi-Signalweg. Diese Umschaltung würde eine verminderte 

Aktivierung der Adenylatzyklase bei Stimulation des β-AR erklären. 

Beim Betrachten dieses Ergebnisses muss jedoch bedacht werden, dass der Graph die 

einmalige Messung einer einzelnen Zelle eines einzigen RA-Patienten darstellt. Bei fast allen 

anderen Messungen war keine cAMP-Detektion bei den Fibroblasten der RA-Patienten 

möglich. 

Durch ihre hohe Eigenfluoreszenz war eine klare Unterscheidung zwischen positiven und 

negativen Zellen nicht eindeutig möglich. Einzelne Zellen, die heller zu leuchten schienen als 

andere, waren dennoch nicht in der Lage cAMP zu detektieren, weder nach Stimulation der 

Zellen mit Reagenzien, welche die cAMP-Produktion induzieren sollten, noch durch Zugabe 

von Dibutyryl-cAMP. Ob das Virus nicht in die Zellen gelangt war oder dort gehemmt und 

abgebaut wurde kann nicht definitiv gesagt werden. Durch die Kontrollversuche mit 

HEK-Zellen konnte sichergestellt werden, dass die Transfektionstechniken und der Sensor 

prinzipiell funktionierten. 
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Es gibt eine Vielzahl von Restriktionsfaktoren, die Wirtszellen vor der Infektion mit 

(Retro-) Viren schützen (171–173). Sie können in verschiedenen Phasen der Infektion und 

Virusreplikation eine Rolle spielen (171–173). Inwiefern diese Faktoren bei den synovialen 

Fibroblasten der RA-Patienten eine Transduktion mit dem Epac-abhängigen FRET-Sensor 

verhindert hatten oder welche weiteren Faktoren eine Rolle spielten wurde in dieser Arbeit 

nicht weiter untersucht. 

Außerdem wurde in mehreren Studien gezeigt, dass der Erfolg der lentiviralen 

Transduktion durch Inhibition des Proteasomen beeinflusst werden kann (174–177). Das 

Proteasom stellt eine frühe intrazelluläre Abwehr gegen virale Infektionen dar (174–177). Die 

Inhibition des Proteasomen führt zu signifikant gesteigerter Effizienz und einer 

gleichmäßigeren Verteilung der Transduktion (174–177). Bei der Behandlung der Zellen mit 

einem Inhibitor des Proteasomen wäre jedoch nicht ausgeschlossen gewesen, dass er auch 

Einfluss auf die Zellphysiologie der synovialen Fibroblasten und damit die zu untersuchenden 

Signalwege gehabt hätte, weshalb dieser Ansatz nicht weiterverfolgt wurde. 

Die einmalig gelungene Messung der cAMP-Konzentration nach Stimulation der Zelle 

mit dem β-AR-Agonisten und dem Aktivator der Adenylatzyklase unterstützt die Hypothese, 

dass es zu einer Umschaltung kam, die die Signalweiterleitung vom β-AR über Gαs zur 

Adenylatzyklase verminderte (Abbildung 96). Da keine Daten über die Wirkung des 

Gαi-Inhibitors auf die cAMP-Konzentration generiert werden konnten, kann lediglich vermutet 

werden, dass die Umschaltung des Signalweges von Gαs zu Gαi eine plausible Erklärung für 

die gehemmte Signalweiterleitung vom β-AR zur Adenylatzyklase wäre. 

4.6 Limitationen der Arbeit und Ausblick für weitere Arbeiten 

Die Beobachtung, dass die Zytokin-Konzentrationen der unstimulierten Kontrollen bei den 

Gesunden höher waren als bei den RA-Patienten stimmte nicht mit den Ergebnissen anderer 

veröffentlichter Arbeiten überein. Hier wurde in vielen Fällen, vor allem bei den 

proinflammatorischen Zytokinen, die mit einer Verschlechterung der Erkrankung 

einhergehen, eine erhöhte Expression bei RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden detektiert 

(129,131,132,138). In dieser Arbeit wurden die Fibroblasten der Gesunden aus Biopsien der 

inguinalen Lymphknoten isoliert, während die Fibroblasten der RA-Patienten aus dem 

Synovialgewebe des betroffenen Knies isoliert wurden. Es konnten keine Untersuchungen 

durchgeführt werden, inwiefern sich die Fibroblasten aus dem Synovium und den inguinalen 
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Lymphknoten glichen oder unterschieden. Wie bereits unter 4.1 diskutiert können sich 

Fibroblasten abhängig von ihrer Herkunft in ihrer Spezialisierung und Funktion unterscheiden 

(162–164). Im geplanten Versuchsaufbau wären neben den Ergebnissen der Gesunden und 

der Langzeit-RA-Patienten außerdem die Daten der Risikopatienten und RA-Patienten in 

einem frühen Stadium der Krankheit vorgelegen. In diesem Fall hätte, beispielsweise durch 

den Vergleich der basalen Zytokin-Konzentration der Fibroblasten aus den Lymphknoten, 

besser beurteilt werden können, inwiefern die Fibroblasten durch die Erkrankung und 

inwiefern durch die Herkunft beeinflusst wurden. Da es nicht möglich war synoviale 

Fibroblasten von Gesunden zu untersuchen wurden die Versuche dennoch wie ursprünglich 

geplant durchgeführt. Es lässt sich dadurch jedoch nicht ausschließen, dass die Ergebnisse 

durch die unterschiedliche Herkunft der Fibroblasten beeinflusst wurden. 

Aus der Literatur ist bekannt, dass die getesteten Zytokine sich gegenseitig in ihrer 

Wirkung beeinflussen und regulieren können. Bei den durchgeführten Versuchen konnten 

keine eindeutigen Übereinstimmungen in den Regulationen der Zytokine und damit auch 

keine Zusammenhänge detektiert werden. Um hierüber jedoch eine gesicherte Aussage 

treffen zu können müssten in weiteren Versuchen die einzelnen Zytokine gezielt stimuliert 

und gehemmt werden um ihren Einfluss auf die anderen Zytokine, ohne den Einfluss weiterer 

Signalwege, zu untersuchen. 

Außerdem wäre für zukünftige Versuche eine größere Patientenzahl anzustreben. Die 

Cell-based ELISAs wurden teilweise mit nur 3 gesunden Kontrollen durchgeführt, da nicht 

genug Zellen für alle Versuche zur Verfügung standen. Aufgrund der Schwankungen zwischen 

humanen Proben war es schwierig bei einer derart kleinen Probenzahl Signifikanzen zu 

detektieren. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass aufgrund der geringen Probenzahl 

signifikante Regulationsmechanismen und damit auch Zusammenhänge zwischen den 

einzelnen Zytokinen nicht detektiert werden konnten. 

Aufgrund der fehlenden Aussage über die absoluten Konzentrationen der Proteine im 

Cell-based ELISA konnte nicht beurteilt werden ob, vor allem bei den Gesunden, die Proteine 

tatsächlich nicht über die untersuchten Pfade reguliert wurden oder wie zuvor für die anderen 

Proteine teilweise beobachtet in zu hohen Konzentrationen vorlagen, sodass die 

Regulationsmechanismen über die Gαs- und Gαi-Pfade zu subtil waren. Genauso ist es 

möglich, dass die Proteine nur gering exprimiert und reguliert werden, da sie in dem 

untersuchten Kontext tatsächlich keine große Rolle spielen. Ergänzende Versuche müssten 
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mittels eines Standards eine absolute Quantifizierung beinhalten, um diese Frage zu 

analysieren.  
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5 Zusammenfassung 
In dieser Arbeit wurde die Bedeutung einer Gαs-zu-Gαi-Signalumschaltung am β2-AR in 

synovialen Fibroblasten von RA-Patienten untersucht. Verglichen wurden die Signalwege in 

synovialen Fibroblasten von RA-Patienten mit Fibroblasten aus den inguinalen Lymphknoten 

von gesunden Kontrollen. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Voraussetzungen für eine Gαs-zu-Gαi-Umschaltung 

durch gemeinsames Binden von β-Arrestin und PDE4 an den β2-AR gegeben waren. Außerdem 

konnten sowohl Gαs- als auch Gαi-Proteine nachgewiesen werden. 

In vielen Fällen konnte eine Umschaltung der Signalweiterleitung des β-AR detektiert 

werden, die durch RA oder die Simulation einer Entzündung durch Hypoxie oder/und IL-1β 

auch bei Gesunden ausgelöst wurde. Bei der Stimulation des β-AR, der typischerweise 

antiinflammatorische Signalwege über Gαs induziert, konnten daraufhin proinflammatorische 

Effekte detektiert werden. Diese unterschieden sich stark von den cAMP-vermittelten 

Effekten der stimulierten Adenylatzyklase, an die das Signal ohne die Umschaltung 

üblicherweise weitergeleitet worden wäre. 

Die beschriebene Umschaltung konnte oftmals durch Hemmung des Gαi durch 

Pertussis-Toxin oder Hemmung der PKA durch H89 rückgängig gemacht werden, sodass die 

Wirkung des stimulierten β-AR der Wirkung der aktivierten Adenylatzyklase entsprach. Diese 

Wirkung der Gαi- und PKA-Inhibitoren entspricht der Hypothese einer 

Gαs-zu-Gαi-Umschaltung, wie sie bereits zuvor auch schon in anderen Arbeiten beobachtet 

wurde. Außerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die GRK2/3 und GRK2/5 

ebenfalls großen Einfluss auf die Umschaltung haben. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es bei den synovialen Fibroblasten von 

RA-Patienten zu einer Gαs-zu-Gαi-Umschaltung kommt, die proinflammatorische Effekte mit 

sich bringt. Durch die Simulation einer Entzündung durch Hypoxie oder/und IL-1β konnte diese 

Umschaltung teilweise auch bei Fibroblasten aus inguinalen Lymphknoten von Gesunden 

provoziert werden. 
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