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Zusammenfassung

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA) kommt es zu einer autoimmunvermittelten
Entziindung von kleinen Gelenken. Die Erkrankung verlduft progredient und kann zur
irreversiblen Destruktion und Funktionsverlust betroffener Gelenken fiithren. Die
Therapie zielt auf eine Immunmodulation und daraus folgend eine verringerte

Entziindungsreaktion.

Ghrelin ist ein Verdauungshormon, welches v.a. in der Magenmukosa von endokrinen
Zellen produziert wird. Neben seiner Funktion im Energichaushalt ist auch die
antiinflammatorische Wirkung von Ghrelin Gegenstand aktueller Forschung. Ziel dieser
Arbeit ist es, die Wirkung des Ghrelin-Systems auf die Zytokinproduktion von
Fibroblasten von PatientInnen mit RA zu untersuchen. Hierfiir wurden die Fibroblasten
mit den Entziindungsmediatoren TNF-a sowie Interferon-y stimuliert und mit
Antagonisten und Agonisten des GHS-R Liganden inkubiert. Danach erfolgte die
Bestimmung der Konzentration der proinflammatorischen Zytokine IL-6, VEGF und
BAFF mittels ELISA in den Zellkulturen. Zudem wurde der Einfluss von
proinflammatorischen Signalen auf die Expression des GHS-R sowie der Einfluss von
den Agonisten und Antagonisten des GHS-R auf die GLUT1- und GLUT4-Expression
der Fibroblasten untersucht. Die Quantifizierung der Rezeptorexpression erfolgte mittels

Durchflusszytometrie.

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine kombinierte Stimulation der
Fibroblasten mit TNF-a und IFN-y zu einer signifikant erhohten Expression des GHS-R
auf der Zelloberfliche fiihrte. Diese Ergebnisse wurden in die Versuchsreihe zur
Zytokinproduktion implementiert. Die Fibroblasten wurden mit der Kombination aus
TNF-o und IFN-y vorstimuliert. Daraufhin zeigte sich, dass die getesteten Liganden zu
einer veranderten Zytokinproduktion in den Fibroblasten von RA-PatientInnen fiihrten.
Zytokine spielen in dem Krankheitsprogress der RA eine zentrale Rolle. Die
immunmodulatorische Wirkung von Ghrelin konnte demnach potenziell zur Therapie der

RA und anderen autoinflammatorischen Erkrankungen genutzt werden.
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Summary

Rheumatoid arthritis (RA) leads to an autoimmune-mediated inflammation of small
joints. The disease is progressive and can lead to an irreversible destruction und loss of
function of the affected joints. The aim of therapy is an immunomodulation and therefore

a decreased inflammatory response.

Ghrelin is a digestive hormone which is mainly produced by endocrine cells in the gastric
mucosa. Besides its function in energy balance, the antiinflammatory effect of ghrelin is
subject of current research. The aim of this work is to investigate the effect of the ghrelin
system on the cytokine production of fibroblasts from patients with RA. To do this, the
fibroblasts were stimulated with the inflammatory mediators TNF-a and Interferon-y and
incubated with agonists and antagonists of the GHS-R. Afterwards, the concentration of
the proinflammatory cytokines IL-6, VEGF and BAFF were measured via ELISA in the
cell culture. In addition, the effect of proinflammatory signals on the expression of the
GHS-R as well as the effect of the GHS-R-ligands on the GLUT1 and GLUT 4 expression
of fibroblasts were investigated. The receptor expression was quantified via flow

cytometry.

These experiments demonstrated that combined stimulation of the fibroblasts with TNF-
a and Interferon-y lead to a significantly increased expression of the GHS-R on the cell
surface. These results were implemented into the experiments regarding the
cytokineproduction. The fibroblasts were pre-stimulated with a combination of TNF-a
and Interferon-y. As a result, a modified cytokineproduction in the fibroblasts of RA-
patients could be detected. Cytokines play a central role in the disease progress in RA.
Thus, the immunomodulatory effect of Ghrelin could potentially be used in the therapy

of RA and other autoinflammatory diseases.
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Abkiirzungsverzeichnis

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

AgRP Agouti-related Peptid

BAFF B-cell activating factor

BSA Bovines Serumalbumin

CCP Zyklisches citrulliniertes Peptid

CIA Kollagen-induzierte Arthritis

COX Cyclooxygenase-Hemmer

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

DAG Diacylglycerin

DMARD Disease-Modifying-Drug

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Endothelial Growth Factor

ELISA Enzyme linked immuno absorbent assay
FACS Fluorescence-activated Cell Sorting
FCS Fetales Kélberserum

FGF Fibroblast Growth Factor

GH Growth Hormone

GHRH Growth Hormone Releasing Hormone
GHRP Growth Hormone Releasing Peptide
GHS-R Growth Hormone Secretagogue Receptor
GOAT Ghrelin-O-Acyl-Transferase

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GPER G protein-coupled estrogen receptor
GRK G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase
HIF-1a Hypoxie-induzierter Faktor 1a

HLA Human leukocyte antigen

HVL Hypophysenvorderlappen

IFN-y Interferon-gamma

IgM Immunglobulin M
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IL
IP3
MTX
Npy
NSAID
OR
PBS
PIP2
PLC
POMC

RASF
RPMI
siRNA
TMB
TNF-a
VEGF

Interleukin

Inositol-1,4,5-triphosphat
Methotrexat

Neuropeptid Y

Nicht-steroidale Antirheumatika
Opioidrezeptor

Phosphate buffered saline
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phospholipase C
Proopiomelanocortin

Rheumatoide Arthritis

Rheumatoid Arhtritis Synovial Fibroblasts
Roswell Park Memorial Institute
Small interfering RNA
Tetramethylbenzidin
Tumornekrose-Faktor alpha

Vascular Endotheliar Growth Facto
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1 Einleitung
1.1 Rheumatoide Arthritis

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, entziindliche Erkrankung, welche die
Synovialis von Gelenken beféllt und so zu einer Polyarthritis sowie Morgensteifigkeit
fiihrt (Arnett et al., 1988). Durch den progredienten Verlauf der Erkrankung kommt es
zur fortschreitenden Destruktion der Gelenke, welche sich in einem ausgeprigten
Krankheitsbild priasentieren kann. Die Schmerzen und Entziindungen in den kleinen

Gelenken konnen die PatientInnen im Alltag stark einschranken.

Die RA ist mit hohen sozio6konomischen Kosten verbunden. Die direkten Kosten der
Behandlung von RA in Deutschland liegen bei durchschnittlich 8206€ jdhrlich pro
PatientIn. Durch Krankheitstage und krankheitsbedingter Arbeitsunfahigkeit entstehen
zusitzlich indirekte Kosten von ca. 9754€, wodurch sich die Ausgaben auf ca. 18.000€

in einem Jahr pro PatientIn summieren (Huscher et al., 2015).

Eine frithe Diagnose sowie gezielte Behandlung sind notwendig, um den Verlauf der
Erkrankung positiv zu beeinflussen. Trotz effektiver Medikamente und gezielter Therapie
kann nur bei 30 - 40% der PatientInnen eine Remission erreicht werden (Storage et al.,

2010).
1.1.1 Atiologie

Die genaue Atiologie der RA ist Bestandteil aktueller Forschung und noch nicht
grundlegend geklirt. Es wird von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen, wobei
genetische und epigenetische Faktoren sowie Umweltfaktoren eine Rolle spielen
(Giannini et al., 2020). Prinzipiell handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, wobei
unter anderem das korpereigene Knorpelgewebe von Immunzellen angegriffen wird und

so eine Entziindung in dem jeweiligen Gelenk entsteht. (Klareskog et al., 2009).

Es wurden verschiedene genetische Faktoren nachgewiesen, welche mit einem erhéhten
Erkrankungsrisiko einer RA assoziiert sind. Insbesondere das HLA DR-4 sowie das HLA
DR-B1 Allel fiihren zu einer erhdhten Pradisposition, an einer RA zu erkranken.
(McDermott and McDevitt, 1988; Wordsworth et al., 1992). Neben einer erhchten

Suszeptibilitdt scheinen diese Allele ebenfalls mit der Schwere des Krankheitsverlaufs
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sowie extraartikuldren Manifestationen der RA zusammenzuhéingen (Calin et al., 1989;

Weyand et al., 1992).

Als einer der wichtigsten exogenen Risikofaktoren fiir die RA gilt das Rauchen. Dieses
steigert signifikant das Risiko, an einer seropositiven RA zu erkranken. Dieser Effekt lie3
sich auch in Populationen nachweisen, in denen Confounder wie sozio6konomische
Hintergriinde berticksichtigt wurden (Heliovaara et al., 1993; Hutchinson et al., 2001;
Symmons et al., 1997; Uhlig et al., 1999).

Auf zelluldirer Ebene ist eine gestorte Immunreaktion wursdchlich fiir die
Entziindungsprozesse. Es konnte nachgewiesen werden, dass CD4+CD25+ T-Zellen in
PatientInnen mit RA eine eingeschréinkte regulierende Funktion aufweisen und somit die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen durch Effektor-T-Zellen und
Monozyten nicht mehr inhibieren koénnen (Ehrenstein et al., 2004). Diese Imbalance
zwischen regulierenden und proinflammatorischen Signalen fithrt zu einer
iiberschieBenden Entziindungsreaktion. Zu den weiteren Zelltypen, welche an der
Pathogenese der RA beteiligt sind, gehdren unter anderem B-Zellen, Monozyten,

Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen (Panayi, 1993).
1.1.2 Epidemiologie

Die Préavalenz der RA liegt bei ca. 0,5-1% der Bevolkerung. Je nach ethnischer Herkunft
variiert diese Angabe. Durchschnittlich sind Frauen drei Mal héufiger betroffen als
Minner. Haufig manifestiert sich die Erkrankung zwischen dem 55. Bis 65. Lebensjahr
(Scott et al. 2010). Die altersstandardisierte Inzidenz und Prdvalenz steigen global
gesehen seit 1990 an (Safiri et al., 2019). Dieses Phdnomen ist unter anderem darauf

zurilickzufiihren, dass die Lebenserwartung der Bevolkerung steigt.

Eine Studie aus dem Jahr 2011 zeigte, dass das Lebenszeitrisiko, an einer RA zu
erkranken, in den USA fiir Frauen bei 3,6% liegt und fiir Manner bei 1,7% lag (Crowson
etal., 2011).

1.1.3 Klinik

Das klinische Bild der RA ist sowohl zu Krankheitsbeginn als auch im weiteren Verlauf
individuell variabel. Im Vordergrund des klinischen Erscheinungsbildes stehen
Schmerzen, Schwellung und Steifheit von kleinen peripheren Gelenken. Dazu zéhlen vor

allem die Hand-, Finger und Zehengrundgelenke. Typisch ist ein polytoper und

2
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symmetrischer Gelenkbefall, bei dem mindestens drei Gelenke betroffen sind. Des
Weiteren kdnnen Grippe-dhnliche Begleitsymptome wie Abgeschlagenheit und Fieber

vor allem zu Krankheitsbeginn auftreten.

Patientlnnen mit RA haben ein signifikant erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen (Avina-Zubieta et al., 2012; Jacobsson et al., 1993; Maradit-Kremers et
al., 2005b). Dies trigt unter anderem zu der erhohten Mortalitit bei Patienten mit RA bei
(Myllykangas-Luosujarvi et al., 1995) Pathophysiologisch gesehen beglinstigt die
systemische Entziindung bei PatientInnen mit RA die Bildung von artherosklerotischen

Plaques (Libby, 2006; Manzi et al., 2000, p.).

Weitere Komorbidititen sind pulmonale, dermatologische und gastrointestinale
Erkrankungen (Norton et al., 2013). Auch psychische Erkrankungen wie Depression,
Angst- und Panikstérungen sind mit der RA assoziiert (Joyce et al., 2009; Matcham et al.,
2013)

1.1.4 Diagnostik

Basis der Diagnostik einer RA sind eine ausfiihrliche Anamnese sowie eine korperliche
Untersuchung. Zusitzlich konnen bildgebende und serologische Diagnostikverfahren
genutzt werden, um die Verdachtsdiagnose einer RA zu erhérten. (Ngian, 2010). In
Rontgenaufnahmen von Gelenken, vor allem den kleinen Gelenken in Hdnden und Fii3en,
konnen radiologische Zeichen der Gelenkserosion zeigen und den Krankheitsprogress im

Verlauf darstellen.

Als diagnostisches Mittel haben sich die ACR/EULAR Kilassifikationskriterien etabliert,
welche von der American College of Rheumatology (ACR) und der European League
Against Rheumatism (EULAR) entwickelt wurden (Kay and Upchurch, 2012). Diese
Diagnosekriterien beriicksichtigen den Gelenkbefall, serologische Marker sowie die

Symptomdauer.
1.1.5 Therapie

Als vordergriindiges Ziel der Therapie wird die klinische Remission und die damit
verbundene verbesserte Lebensqualitit angesehen. Falls eine klinische Remission nicht
erreicht werden kann, sollte die Krankheitsprogredienz moglichst verlangsamt werden,

um strukturelle Schiden an den Gelenken und Komorbidititen zu minimieren. (Smolen

etal., 2016)
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Aufgrund des entziindlichen Krankheitsgeschehen bei der RA zielen medikamentdse
Therapieansdtze auf eine Immunmodulation. Die Basistherapie besteht aus
Glukokortikoiden, Analgetika, Nichts-steroidalen Antirheumatika (NSAIDs) sowie
Disease modifying antirheumatic drugs (DMARDs).

NSAIDs und COX-2-Inhibitoren werden zur symptomatischen Therapie der RA genutzt.
Sie wirken antiinflammatorisch und antiphlogistisch und verbessern dadurch das
klinische Bild der Gelenkentziindungen (American College of Rheumatology
Subcommittee on Rheumatoid Arthritis Guidelines, 2002). Da sie jedoch nicht
prognoseverbessernd wirken, sollten sie nicht als Monotherapie bei einer RA genutzt

werden.

Nach Diagnosestellung sollte frithzeitig eine Therapie mit DMARDs begonnen werden.
Darunter werden verschiedene Gruppen von Medikamenten gefasst, die zur Behandlung
der RA genutzt werden und Auswirkungen auf die Prognose der Erkrankung haben. Zu
diesen Gruppen gehoren die synthetischen DMARD (sDMARD), welche Medikamente
wie Methotrexat (MTX), Hydroxychloroquin, Leflunomid und Sulfasalazin beinhalten,
sowie die biologischen DMARD (bDMARD), zu denen Biologika wie Abatacept,

Rituximab oder Tocilizumab gehéren (Smolen et al., 2014).

Basismedikament zur Behandlung der RA ist MTX, welches ggf. mit niedrig dosiertem
Cortison kombiniert wird (Kriiger et al., 2012). Die Therapie mit MTX fiihrt bei
PatientInnen mit RA vor allem durch Reduktion der kardiovaskuldren Mortalitit zu einem
Uberlebensvorteil (Choi et al., 2002). Aufgrund seiner Effektivitit, Kosteneffizienz und
Reliabilitét gilt es deswegen immer noch als ein Standardprdparat zur medikamentdsen
Therapie der RA. Jedoch erreichen viele RA-Patientlnnen unter einer MTX-
Monotherapie nicht die gewlinschte Symptomreduktion bzw. klinische Remission

(Klareskog et al., 2004).

Studien haben gezeigt, dass ein frilher Einsatz von DMARD in Kombination mit
Glucocorticoiden fiir die Therapie der RA prognoseverbessernd sind und den Progress

der RA effektiv verlangsamen kénnen (Singh et al., 2012).

Nicht-medikamentdse Therapieansdtze beinhalten die physikalische Therapie sowie
Physiotherapie. Durch angeleitete Ubungen zur Stirkung der Muskulatur und Mobilitiit
konnen unter anderem die Gelenkfunktionalitit verbessert und Symptome wie

Morgensteifigkeit gemindert werden (Bell et al., 1998; Komatireddy et al., 1997).

4
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1.2 Zytokine
Zytokine spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der RA. Die gestorte Homdostase

zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen zugunsten proinflammatorischen
Signalen fiihrt zu einer erhdhten Entziindungsaktivitdt bei PatientInnen mit RA, welche
fiir den Krankheitsprogress und die systemische Beteiligung weiterer Organe
verantwortlich ist. Die Modulation der Zytokinproduktion stellt deswegen einen
wichtigen Therapieansatz dar (Alam et al., 2017; Brzustewicz and Bryl, 2015; Feldmann
et al., 1996).

1.2.1 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 ist ein proinflammatorisches Interleukin, welches pleiotrope Effekte auf
Entziindungsreaktionen und Autoimmunprozesse im menschlichen Korper hat. Es
aktiviert unter anderem Akute Phase Reaktionen und die Differenzierung von B- und T-
Zellen (Tanaka et al., 2014). IL-6-Konzentrationen sind in der Synovialfliissigkeit von
PatientIlnnen mit RA im Vergleich zu nicht erkrankten Menschen erhoht (Bertazzolo et

al., 1994; Houssiau et al., 1988).

IL-6 ist aufgrund seiner maligeblichen Position in Entziindungskaskaden und
Autoimmunprozesse ein interessantes Target fiir die Entwicklung von
immunmodulatorischen Medikamenten. Auch in der Pathogenese der RA ist IL-6 neben
anderen Zytokinen wie das TNF-a entscheidend involviert, indem es unter anderem T-
und B-Zellen sowie Synoviozyten und Osteoklasten stimuliert (Nishimoto et al., 2007).
Tocilizumab und Sarilumab sind zwei Biologika, welche zur Therapie der RA verwendet
werden. Dabei handelt es sich um monoklonale Antikdrper, die entweder an IL-6 selbst
oder dessen Rezeptor binden, um die proinflammatorische Signalkaskade zu inhibieren

(Raimondo et al., 2017).
1.2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Bei VEGF handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, welcher die Proliferation und
Formation von Kapillaren fordert. Diese Prozesse werden durch Hypoxie induziert.

(Folkman, 1995).

VEGF nimmt in der Pathogenese der RA eine Schliisselrolle ein. Es aktiviert die
Angiogenese und sorgt fiir eine erhohte vaskulidre Permeabilitdt sowie Hyperplasie der

Synovialzellen (Fava et al., 1994).
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Studien haben gezeigt, dass die VEGF-Konzentration in der Synovialfliissigkeit von
PatientInnen mit RA signifikant erhoht ist (Dai et al., 2019). Dabei fithren Hypoxie sowie
erh6hte Konzentrationen von IL-1, welche im entziindlichen Milieu von arthritischen
Gelenken vorliegen, zu einer vermehrten Sekretion von VEGF in Typ B Synoviozyten.

Das VEGF bewirkt wiederum eine gesteigerte Angiogenese (Jackson et al., 1997).

Die Serumkonzentration von VEGF von PatientInnen mit RA korrelieren zudem mit dem
Krankheitsverlauf. So haben neu diagnostizierte Patientlnnen mit RA hohere VEGF-

Serumkonzentrationen als Patientlnnen in Remission (Ballara et al., 2001).
1.2.3 B-cell activating factor (BAFF)

BAFF ist ein Zytokin, welches zur TNF-Familie gehort. Es stimuliert die Aktivierung
und Differenzierung von B- sowie T-Lymphozyten und hemmt deren Apoptose
(Schiemann et al., 2001; Schneider et al.,, 1999). Auch bei entziindlichen
Autoimmunerkrankungen wie der RA fordert BAFF die Entziindungsreaktion (Seyler et
al., 2005).

PatientInnen mit RA haben erhohte BAFF-Level im Serum und der Synovialfliissigkeit
sowie eine erhohte Dichte des BAFF-Rezeptors auf der Oberfliche der Synoviozyten
(Nakajima et al., 2007; Samy et al., 2017; Woo et al., 2011). Des Weiteren wurde eine
Korrelation zwischen erhhten BAFF-Leveln und Rheumafaktoren des IgM-Typs sowie
Antikorper gegen das zyklische citrullinierte Peptid (CCP) in Patientlnnen mit RA
festgestellt. Dabei handelt es sich um laborchemische Marker, die zur Diagnostik der RA

verwendet werden (Bosello et al., 2008).

Tabalumab, ein humaner monoklonaler IgG4 Antikorper, welche an den
membrangebundenen sowie freien BAFF-Rezeptor bindet, konnte die Symptome und das
klinische Outcome bei Biologika-nativen RA-Patientlnnen signifikant verbessern

(Genovese et al., 2013).
1.2.4 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a)

Bereits in den 1980er Jahren wurde die zentrale Rolle von TNF-a in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen wie die RA oder Diabetes mellitus Typ I etabliert. (Pujol-
Borrell et al., 1987). TNF-a stimuliert die Produktion von Prostaglandin E2 und
Kollagenasen in synovialen Fibroblasten, was pathogenetisch zur Autodestruktion von

Gelenkgewebe fiihrt (Dayer et al., 1985). Zudem wurde in-vitro gezeigt, dass TNF-a bei
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gleichzeitiger Prédsentation von Osteoblasten und Osteoklasten die Produktion von
osteoklastischen Faktoren begiinstigt und so die Knochenresorption in Patientlnnen mit

RA fordert (Thomson et al., 1987).

Der Antikorper Infliximab bindet TNF-o und erhdht die Konzentration von regulatorische

T-Zellen, welche die Immunantwort herunterregulieren (Ehrenstein et al., 2004)
1.2.5 IFN-y

IFN-y zeigt in Bezug auf chronisch entziindliche Erkrankungen wie die RA sowohl pro-
als auch antiinflammatorische Wirkungen. Es fordert die Expression von MHC Klasse I1-
Molekiilen auf der Zelloberfliche von synovialen Fibroblasten in RA-PatientInnen
(Boots et al., 1994) sowie die Produktion von Chemokinen (Proost et al., 2004). IFN-y
wird von Tul und Tu2-Zellen produziert, welche wiederum selbst durch IFN-y aktiviert
werden. Diese Zelltypen sind mit der Pathogenese von autoimmunvermittelten
inflammatorischen Erkrankungen assoziiert. (Hirahara and Nakayama, 2016; Szabo et al.,
2003). Auf der anderen Seite zeigt IFN-y auch antiinflammatorische Wirkungen. So
inhibiert IFN-y die Produktion der Matrix-Metalloproteasen 1 und 3 und wirkt dadurch
in frithen Stadien der RA protektiv auf den Gelenkknorpel (Page et al., 2010). Es konnte
zudem gezeigt werden, dass IFN-y die TNF-a-vermittelte Produktion von IL-6 und IL-8
in RASF herunterreguliert (Lowin et al., 2020). Insgesamt besitzt IFN-y eine duale Rolle

in der RA, wobei es sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften zeigt.
1.2.6 Interleukin 1-beta (IL-1p)

IL-1B ist ein proinflammatorisches Zytokin, dessen Konzentration im Serum von
Patientlnnen mit RA stark mit der Krankheitsaktivitdt sowie anderen Biomarkern wie
Rheumafaktoren oder anti-CCP-Antikorper korreliert (Meyer et al., 2010). Auch in der
Synovialfliissigkeit von RA-Patientlnnen sind erhohte Spiegel an IL-1 messbar

(Bertazzolo et al., 1994).

IL-1B wird in Gelenken vor allem von aktivierten Makrophagen produziert (Lopez-
Castejon and Brough, 2011). RASF exprimieren den IL-1-Rezeptor. Die Aktivierung
dieses Rezeptors durch seinen Liganden fiihrt zu einer Aktivierung des NF«xB und
MAPK-Signalweges, welches  wiederum die  Produktion von  weiteren
proinflammatorischen Zytokinen triggert und so eine Entziindungsreaktion aufrechterhilt
(Singh et al., 2019). IL-1p aktiviert zudem T- und B-Zellen und fiihrt zu einer vermehrten

Produktion von Prostaglandin E2 (Brzustewicz and Bryl, 2015; Dayer and Fenner, 1992).
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Es spielt somit in der Pathogenese der Entziindungsreaktion und Gelenkdestruktion in

RA eine zentrale Rolle.

Studien zur Behandlung der systemischen juvenilen idiopathischen Arthritis konnten
zeigen, dass die Verwendung von Cananikumab eine Verbesserung der Symptome sowie
Dosisreduktion von Glucocorticoiden bewirkt (Nishimura et al., 2021; Ruperto et al.,
2012). Dabei handelt es sich um einen humanen monoklonalen Antikorper, der selektiv

an IL-1pB bindet und so die durch dieses Zytokin ausgeldste Signalkaskade blockiert.

1.3 Ghrelin
1.3.1 Zusammensetzung und Synthese

Ghrelin ist ein Verdauungshormon, welches hauptsdchlich in endokrinen Zellen der
Magenmukosa, den sogenannten X/A-type-Zellen, produziert wird (Date et al., 2000). Es
handelt sich um ein Aminopeptidhormon, welches aus 28 Aminosduren besteht (Kojima
et al., 1999). Bei der Synthese wird zunéchst das Prohormon Preproghrelin synthetisiert,
welches enzymatisch zum biologisch aktiven Ghrelin gespalten wird. Um seine Wirkung
zu entfalten, wird Ghrelin posttranslational durch das Enzym Ghrelin-O-Acyltransferase
(GOAT) modifiziert (Yang et al., 2008). Dabei wird an das Serin auf Position 3 des
Hormons ein Octansdurerest angehingt. Das acylierte Ghrelin gilt als die aktive Form,
wobei zentral appliziertes nicht-acyliertes Ghrelin ebenfalls die Nahrungsaufnahme

stimuliert (Toshinai et al., 2006).
1.3.2 Funktion

Ghrelin ist wesentlich an der Regulation des Energiemetabolismus beteiligt. Es ist das
einzige bekannte Verdauungshormon, welches eine orexigene Wirkung besitzt (Wren et
al., 2001). Der Ghrelin-Plasmaspiegel steigt praprandial sowie wihrend Fastenperioden

an und sinkt nach der Nahrungsaufnahme (Cummings et al., 2001).

Ghrelin wirkt zentral auf Strukturen, die der Regulation der Nahrungsaufnahme dienen.
Besonders hervorzuheben sind dabei Neuronen im Nucleus Arcuatus, welche den
Ghrelin-Rezeptor exprimieren. Neuropeptid Y (Npy) und Agouti-related peptide (AgRP)
positive Neuronen vermitteln eine anabole Stoffwechsellage und werden direkt von
Ghrelin stimuliert (Kamegai et al., 2000; Nakazato et al., 2001; Willesen et al., 1999).
Gleichzeitig hemmt Ghrelin Neuronen, die das anorexigen wirkende
Proopriomelanocortin (POMC) produzieren (Cowley et al., 2003). Des Weiteren

stimuliert Ghrelin die Lipogenese durch Steigerung der Genexpression von Enzymen,
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welche an der Lipogenese beteiligt sind. Dazu zdhlen z.B. die Lipoproteinlipase, Acetyl-
CoA-Carboxylase und die Fettsdurensynthase. So wirkt Ghrelin auch peripher auf den

Energiemetabolismus (Miiller and Tschop, 2013; Thompson et al., 2004).

Eine weitere Schliisselfunktion von Ghrelin ist die Freisetzung von Growth Hormone
(GH) (Peino et al., 2000; Takaya et al., 2000). GH wird von somatotropen Zellen des
Hypophysenvorderlappens (HVL) produziert. Diese Zellen unterliegen einer hormonell
vermittelten Regulation. Die GH-Sekretion wird vor allem durch das Growth-Hormone-
Releasing-Hormone (GHRH) sowie Ghrelin stimuliert, wobei hier ein synergistischer
Effekt vorzuliegen scheint (Date et al., 2000b). Die Signalwege innerhalb der Zelle
unterscheiden sich jedoch. Ghrelin aktiviert die Phospholipase C (PLC), welche das
membrangebundene Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) spaltet. DAG wiederum aktiviert die Protein Kinase C, welche
Kaliumkanéle inhibiert. Dies fiihrt zur Depolarisierung und Calcium-Freisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum der somatotropen Zellen, wodurch es zur eine Sekretion
von GH kommt (Carreira et al., 2013; Mau et al., 1995). Ghrelin flihrt auBerdem zu einer
vermehrten Sekretion von Adrenocorticotropen Homon (ACTH) und Cortisol. (Benso et

al., 2013)
1.3.3 Der Ghrelin-Rezeptor

Der Ghrelin-Rezeptor wird auch als Growth Hormone Secretagogue Receptor (GHS-R)
bezeichnet, da einer der ersten erforschten Wirkungen von Ghrelin die Freisetzung von
GH war. Es handelt sich hierbei um ein G-Protein gekoppelten Rezeptor (Howard et al.,
1996).

Durch Bindung des endogenen Liganden Ghrelin werden zahlreiche intrazelluldre
Signalkaskaden aktiviert, welche zu den Effekten in der Zielzelle fithren. Dazu zihlen die
Freisetzung von Ca** und Aktivierung bzw. Inhibition des AMPK-, PI3/AKT/mTOR-
und MAP-Kinase-Signalpfads (Yin et al 2014, Kojima et al., 2001).

Die Expression des GHS-R unterliegt komplexen Regulationsmechanismen. Durch
Sequenzierung des fiir den GHS-R codierenden Genabschnittes konnte man zahlreiche
Transkriptionsfaktor-bindende Stellen in der Promotorregion ermitteln. Unter anderem
fiihren Hormone wie Ostrogen oder Schilddriisenhormone, aber auch Glucocorticoide zu

einer verdnderten Expression des GHS-R (Kaji et al., 2001). GH selbst fiihrt im Sinne
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eines negativen Feedbackmechanismus zu einer verminderten Expression des GHS-R

(Bennett et al., 1997; Nass et al., 2000).
1.3.4 Einfluss auf immunologische Prozesse

Die regulatorische Funktion von Ghrelin auf den Energiemetabolismus ist bereits gut
erforscht. Es zeigte sich jedoch, dass Ghrelin nicht nur im Energichaushalt eine wichtige
Rolle spielt, sondern auch eng mit immunologischen Prozessen im menschlichen Korper,
wie z.B. chronischer Inflammation, verbunden ist. So wird der GHS-R von verschiedenen

Immunzellen wie T- und B-Zellen exprimiert (Dixit et al., 2004; Hattori et al., 2001).

Die antiinflammatorische Wirkung von Ghrelin wurde bereits an dem Krankheitsbild der
Sepsis untersucht. Bei der Sepsis kommt es zu einer {iberschieBenden, nicht addquaten
systemischen Inflammation. Ghrelin flihrte in septischen Mausmodellen durch eine
Vagus-Aktivierung zu einer verminderten Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNF-a und IL-6 (Wu et al., 2007). Miuse im septischen Schock, welche
mit Ghrelin behandelt wurden, hatten im Vergleich zur Kontrollgruppe einen héheren
systolischen Blutdruck, erniedrigte Laktatserumspiegel und zeigten ein hoheres

Uberleben (Chang et al., 2003).

In Mausmodellen konnte nachgewiesen werden, dass Versuchstiere, in denen eine
Arthritis induziert wurde, signifikant erniedrigte Ghrelin-Konzentrationen im Serum
haben. Dies trifft auch auf PatientInnen mit RA zu (Otero et al., 2004). Dies legt nahe,
dass die Ghrelin-Produktion von inflammatorischen Signalen, wie z.B. Leptin oder TNF-

a, reguliert wird.

Des Weiteren konnte in Mausmodellen mit induzierter Osteoarthritis gezeigt werden, das
Ghrelin den Serumspiegel von proinflammatorischen Zytokinen IL-1f, IL-6 und TNF-a
senkt (Qu et al., 2018). Dies fithrt wiederum zu einer verminderten Destruktion des
Gelenkgewebes. Die o.g. Zytokine vermitteln die  Aktivierung  von

Metalloproteinkinasen, welche zu einer Destruktion des Gelenkgewebes fiihren.

Ferner wurde festgestellt, dass Ghrelin bzw. dessen Analogon GHRP-2 in Mausmodellen
mit induzierter Arthritis die Lipopolysaccharid-vermittelte Freisetzung von IL-6

vermindert (Granado et al., 2005).
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1.4 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss des Ghrelin-Systems auf die Zytokinproduktion in
Fibroblasten von Patientlnnen mit RA zu untersuchen. Des Weiteren wurde der Einfluss
von Entziindungsmediatoren auf die Expression des GHS-R auf der Zelloberfliche der
Fibroblasten von RA-Patientlnnen untersucht, um den Regulationsmechanismus der

Zellen auf entziindliche Prozesse genauer zu verstehen.

11


Mobile User


2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Tabelle 1: Geriite

Geriite-Bezeichnung Hersteller Katalognummer

bzw. Bezeichnung
Inkubator /Brutschrank) Binder 9140-0132
MACS-Quant®  Analyzer | Miltenyi Biotec 130-096-343
Flow Cytometer
Gefrierschrank Liebherr LGPv 6520 Index

41C/001
Zentrifuge Hettich Zentrifugen Rotina 420R
LSE Microplate Shaker Corning 6781-4
Microplate Reader BioRad iMark
Mikroskop Zeiss Axio Vert. 1
Minizentrifuge NIPPON Genetics NGO002B
Pipetten Eppendorf
0,1-2,5 ul
0,5-10 pl
10-100 pl
200-1000ul
Sterilbank Kendro Labratory | HS 18

Products

Tecan Reader Tecan Inifinite M200Pro
Tischzentrifuge VWR 521-3601
Vornado Mini Vortexer Benchmark BV 101-B
Zihlkammer BioRad 1450016
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
bzw. Bezeichnung

Eppendorf-Tubes VWR

1,5ml 211-2164

2 ml 211-2165

Zellkulturschale 145/20mm | Greiner 639160

Cell Culture Microplate, 96 | Greiner 655088

Well, F-Bottom, (Chimney-

Well), White

Cell Culture Microplate, 96 | Greiner 655090

Well, F-Bottom, (Chimney-

Well), Black

Zihlkammern fiir | BioRad 1450016

Cellcounter TC20

96-Well Platte U-Bottom Greiner 650185

96-Well Platte F-Bottom ThermoScience

Zellkulturplatte, 6-Well, | Greiner 657160

transparent

Adhesive Film for | VWR 391-1250

Microplates

50 ml Tubes Greiner 210261

15 ml Tubes Greiner 188271

Stepper-Aufsatz Combitips | Eppendorf

pdvanced 0030089456

0.1 ml 0030089766

Bacillol AF Tissues Bode | Bode 9813112

Pasteurpipette Brand 7477 20

Glaspipette Corning

5 ml 4487

10 ml 4488

25 ml 4489
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Parafilm Witeg PM996
2.1.3 Chemikalien
Tabelle 3: Chemikalien
Bezeichnung Hersteller Katalognummer
bzw. Bezeichnung
Trypsin-EDTA Solution Sigma 59418C
Accutase Life- A11105-01
Technologies/Thermo
EBP
CellTiter-Blue Cell | Promega G8081
Viability Assay
PBS 10x VWR J75889.K2
PBS 1x Sigma D8537
RPMI Sigma R7509 — 6x500ml
FBS Gibco 10500-064
Sodium pyruvate solution | Sigma-Aldrich S8636
Penicillin-Streptomycin Sigma P4333-100ML
Solution
EGF Sigma-Aldrich E9644
FGF Peprotech 100-18C
Hepes-Puffer Sigma-Aldrich HO0887-100ml
Glutamax Thermo Fisher 25050-038
MACSQuant®  Running | Miltenyi Biotec 130-092-747
Buffer
MACSQuant®Calibration | Milteny Biotec 130-098-462
Beads
MACSQuant® Washing + | Milteny Biotec 130-092-801
Storage
PBS Casein ELISA | Abcam Ab171532
Reagent
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1-Step™ Ultra TMB-Elisa | Thermo Fisher™ 34029

Substrat Solution

Tween 20 Sigma P9416
Red Blood Cell Lysis | Miltenyi Biotec 130-094-183
Solution

2.1.4 Reagenzien

Tabelle 4: Reagenzien

MK 0677 Tocris 5272

PF 04628935 Tocris 6347
YIL 781 hydrochloride | Tocris 3959
TNF-a  Recombinant | Peprotech 300-01A
Human

IFN-y Peprotech 300-02
Hydrocortison Sigma H4001
IL-1-beta Recombinant | Peprotech 200-01B
Human

BAY 876 (GLUTI | Tocris 6199
Inhibitor)

Insulin solution human | Sigma-Aldrich 19278-5ML

2.1.5 Rezeptor-Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Tabelle 5: Rezeptor-Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Human GHSR Alexa | R&D Systems® FAB370R-100UG

Fluor  647-conjugated
Antibody

15


Mobile User


Mouse IgGl  Alexa | R&D Systems® IC002R
Fluor  647-conjugated

Antibody

Human GLUT1 PE- | R&D Systems® FAB1418P
conjugated Antibody

Human GLUT4 Alexa | R&D Systems® FAB86541V-100UG

Fluor  405-conjugated
Antibody

2.1.6 ELISA-Kits

Tabelle 5: ELISA-Kits

Bezeichnung Hersteller Katalognummer bzw.
Bezeichnung

Human IL-6  DuoSet | R&D Systems ® DY206

ELISA

Human VEGF DuoSet | BioTeche DY293B-05

ELISA, 5 Plate

Human R&D Systems ® AF124
BAFF/BLyS/TNFSF13B
Antibody

2.1.7 Zusammensetzung der Puffer fiir Versuche und Zellkulturmedien

Tabelle 7: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

Waschpuffer fiir ELISA PBS
Tween 20

Carbonat-Bicarbonat-Puffer 1 Kapsel Carbonat-Bicarbonat-Puffer
(Sigma)

100 ml deionisiertes Wasser

Blockpuffer Casein

1:5 Deionisiertes Wasser
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Medium zur Zellentnahme RPMI 1640

25mM Hepespufter

5% FCS

1% Penicillin/Streptomycin
30uM Mercaptoethanol
0,57 mM absorbic acid
Zellkulturmedium 10% 500ml RPMI

10% FCS (50ml)

12,5 ml Hepespuffer

5 ml Glutamax

5 ml Natrium-Pyruvat

5 ml Penicillin-Streptomycinlosung
5 ul EGF (1ng/ml)

5ul FGF (1ng/ml)
Zellkulturmedium 2% 500ml RPMI

2% FCS (10ml)

12,5 ml Hepespuffer

5 ml Glutamax

5 ml Natrium-Pyruvat

5 ml Penicillin-Streptomycinldsung
5 ul EGF (Endkonzentration1ng/ml)
5ul FGF (Endkonzentration1ng/ml)
RB-Puffer fiir Durchflusszytometrie | PBS

1% BSA

2.2 Methoden

2.2.1 Probenentnahme und Gewinnung synovialer Fibroblasten

Die fiir die Versuche verwendete Fibroblasten stammten von RA-PatientInnen, welche
eine elektive Kniegelenkspunktion erhielten. Die PatientInnen wurden vor Entnahme der
Probe iiber das Forschungsvorhaben aufgeklért und haben eine Einverstandniserklédrung
unterzeichnet. Das Forschungsvorhaben wurde von der Ethikkomission der Heinrich-

Heine-Universitit Diisseldorf genehmigt (Studiennummer 2018-87-KfogU).
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Bei dem Eingriff wurde nach dem Erdffnen der Kniegelenkskapsel Synovialgewebe
entnommen. Das Synovialgewebe wurde gesdubert und in einem Ndhrmedium
gewaschen (Zusammensetzung s. Materialien). Darauthin wurde das Synovialgewebe
zerkleinert und iiber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C mit dem Enzym Liberase
inkubiert. Die so entstandene Zellsuspension wurde gefiltert (79um) und fiir 10 Minuten
bei 300g zentrifugiert. Zu dem Zellpellet wurde dann fiir 5 Minuten ein Erythozyten-
Lyse-Puffer (Miltenyi Biotec) zugegeben. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation
bei 300g fiir 10 Minuten. Das Zellpellet wurde dann in RPMI-1640 mit 10% FCS
resuspendiert. Es folgte eine Inkubation {iber Nacht im Brutschrank. Am nichsten Tag
wurden die RASF gewaschen und neues Medium hinzugegeben, um tote Zellen und

Zelldebris zu entfernen.
2.2.2 Zellkultur

Die RASF wurden in einer Zellkulturschale mit 145mm Durchmesser in Ndhrmedium
(Zusammensetzung s. Materialien) angeziichtet. Das Wachstum der Zellen wurde
lichtmikroskopisch iiberpriift. Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die RASF fiir

weitere Versuche genutzt.
2.2.3 Durchflusszytometrie

2.2.3.1 Funktionsweise

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, bei dem Zellpopulationen qualitativ und
quantitativ analysiert werden konnen. Dazu werden die Zellen einzeln durch eine
Messkammer geleitet und mit einem Laser bestrahlt. Durch das spezifische
Streuungsmuster dieser Laserstrahlen konnen die Zellen kategorisiert werden. Zudem
lassen sich mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper Strukturen auf der Zelloberfliche

sowie intrazelluldre Proteine nachweisen.

In den folgenden Versuchsreihen wurde die Expression des GHS-R sowie die Expression
der Glukose-Transporter GLUT 1 und GLUT 4 unter verschiedenen Bedingungen

untersucht.

2.2.3.2 GHS-R-Expression

In dieser Versuchsreihe wurde die Expression des GHS-R unter verschiedenen
Bedingungen untersucht. Dazu wurden RASF trypsiniert und mit 150.000 Zellen pro
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Well (50.000 Zellen/ml) in zwei 6-Well-Platten ausgesét. Danach wurden RASF fiir 1-5
Tage im Brutschrank bei 37°C angeziichtet, bis der Zellrasen zu 80-90% konfluent war.
Die Dichte des Zellrasens wurde regelmafig lichtmikroskopisch iiberpriift. Sobald die
gewlinschte Dichte erreicht war, wurden die Zellen stimuliert. Pro Platte gab es eine
Negativkontrolle (Zugabe von Nahrmedium). Die restlichen fiinf Wells wurden wie folgt

stimuliert:

1. TNF-a (10ng/ml)

IFN-y (10ng/ml)

TNF-o + IFN-y (10ng/ml)
Cortisol (1pM)

IL-1-beta (1ng/ml)

w»ok »wN

Die Inkubation erfolgte fiir 72h, wobei eine Platte unter hypoxischen und eine Platte unter
normoxischen Bedingungen inkubiert wurde. Nach der erfolgten Behandlung wurde
mittels Durchflusszytometrie die Expression des GHS-R bestimmt. Dazu wurde der
Human GHS-R Alexa Fluor 647-conjugated Antibody (R&D Systems®) genutzt. Fiir
jede Patientenprobe wurde auBerdem eine Isotyp-Kontrolle mit einem Mouse IgGl
Alexa-Fluor 647-conjugated Antibody (R&D Systems®) durchgefiihrt. Dabei handelt es
sich um eine Negativkontrolle, die das AusmaBl an Hintergrundsignalen des

Primérantikorpers aufzeigt.

Zur Durchfiihrung der Durchflusszytometrie wurden das Ndhrmedium in den Wells
zundchst abgesaugt und die RASF mit 500ul Accutase pro Well behandelt. Die
Inkubationszeit betrug 10 Minuten bei 37°C, bis sich die Zellen geldst hatten. Darauthin
wurden 500ul PBS pro Well hinzugefiigt. Die Zellsuspension wurde in 1,5ml Tubes
transferiert und fiir 10 Minuten bei 350g zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Uberstinde abgesaugt und das Zellpellet in 150 pl RB-Puffer resuspendiert. Die

Zusammensetzung des RB-Puffers ist in der Materialliste vermerkt.

Die resuspendierten Zellen wurden in eine 96-Well U-Bottom Platte transferiert und dann
fiir 10 Minuten zentrifugiert, bis sich an dem Boden der Platte ein Zellpellet gebildet
hatte. Die Uberstéinde des Mediums wurden daraufhin abgekippt und je 50 pl der hGHSR-
Antikorperlosung (1:20 Verdiinnung des Human GHSR Alexa Fluor 647-conjugated
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Antibody in RB-Puffer) bzw. der Isotypkontrolle, (1:4 Verdiinnung des Mouse IgG1
Alexa Fluor 647-conjugated Antibody in RB-Puffer) auf die Zellen gegeben. Diese

Antikorper inkubierten dann fiir 30 Minuten an einem lichtgeschiitzten Ort.

Nach der Inkubationszeit wurden die Wells mit 150 pul RB-Puffer aufgefiillt, sodass pro
Well ein Gesamtvolumen von 200 pl vorlag. Mittels des MACS-Quant-Analyzer® wurde
dann die Expression des Ghrelin-Rezeptors gemessen. Die Auswertung der

Durchflusszytometrie erfolgte mit FlowLogic™.

2.2.3.3 GLUT1- und GLUT4-Expression

In dieser Versuchsreihe wurde die Expression der Glukose-Transporter (GLUT) GLUTI1
und GLUT4 unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Dazu wurden RASF wie im
vorangegangenen Teil zur Untersuchung der GHS-R-Expression in 6-Well-Platten
ausgesat und kultiviert, bis der Zellrasen zu 80-90% konfluent war. Das Wachstum wurde
im Lichtmikroskop regelméBig iiberpriift. Die RASF wurden anschlielend mit folgenden

Substanzen behandelt:

—

PF04 (10°M) fiir 24h

MKO0677 (10°M) fiir 24h

PF04 + MK0677 (10°M) fiir 24h
YIL-781 von (10°°M) fiir 24h
Kontrolle

PF04 (10-°M) fiir 1h

MKO0677 (10°°M) fiir 1h

PF04 + MK0677 (10°M) fiir 1h
YIL-781 (10°M) fiir 1h

$ *® N vk WD

Nach der Behandlung wurde fiir 30 Minuten eine Insulinlosung (Konz. 20pug/ml) in die
Wells gegeben. Das Insulin bewirkt eine Translokation des GLUT4 an die Zelloberfliche.
Nach der halbstiindigen Inkubation mit Insulin werden die RASF wie im
vorangegangenen Teil zur GHS-R-Expression beschrieben geldst, resuspendiert und in

eine 96-Well U-Bottom Platte transferiert.

Anschliefend erfolgte eine Durchflusszytometrie mit dem Human GLUT! PE-
conjugated Antibody (R&D Systems©) sowie dem Human GLUT4-Alexa Fluor 405-
conjugated Antibody (R&D Systems©). Um die spektrale Uberlappung der
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Emissionssprektren auszurechnen, wurde eine Kompensation durchgefiihrt, sodass die
Antikorper zeitgleich verwendet werden konnten. Pro Well wurden 50pl RB-
Pufferlosung gegeben, in denen jeweils 2,5ul des GLUT1-Antikorpers (Konz. 25ug/ml)
und 10ul des GLUT4-Antikorpers (Konz. 0,2mg/ml) gelost waren. Es erfolgte eine
Inkubation iiber 30 Minuten in einer lichtgeschiitzten Umgebung. Danach wurden die
Wells mit je 150l RB-Puffer aufgefiillt, sodass pro Well ein Gesamtvolumen von 200ul
vorlag. Mittels des MACS-Quant-Analyzer® wurde dann die Expression des GLUT1 und
GLUT4 auf der Zelloberfiche der RASF gemessen. Die Auswertung der

Durchflusszytometrie erfolgte mit FlowLogic™.
2.2.4 Zellstimulation

Die Stimulation der RASF erfolgte nach drei verschiedenen Schemata und wurde in 96-
Well-Platten mit 5000 Zellen pro Well (25.000 Zellen/ml) durchgefiihrt. Dazu wurde
zunichst das Zellmedium aus der Zellkulturschale abgesaugt und die Zellen mit 10ml
PBS gewaschen. Das PBS wurde ebenfalls abgesaugt, dann wurde 5ml Trypsin-EDTA-
Losung in die Zellkulturschale hinzugegeben und die Schale fiir 5 Minuten in den
Brutschrank bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen geldst hatten. AnschlieBend wurde
5ml des Nihrmediums hinzugegeben, um die Trypsinierung zu stoppen. Die
Zellsuspension wurde in ein Falcon-Tube gegeben und bei 300g fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Das Gemisch aus Trypsin-EDTA-Losung und Néhrmedium wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 1ml Nahrmedium resuspendiert. Mittels eines
Zellzdhlautomaten wurde die Zellanzahl in der Zellsuspension bestimmt und auf die
gewiinschte Konzentration von 25.000 Zellen/ml in Nihrmedium verdiinnt.
AnschlieBend wurde die verdiinnte Zelllosung in die 96-Well Platte ausgesiht. Die Zellen
wurden dann im Brutschrank bei 37°C fiir 1-3 Tage kultiviert, bis ein Zellrasen entstand.

Darauthin folgte die Zellstimulation.

2.2.4.1 Eingesetzte Liganden

Zur Untersuchung der Wirkung des GHS-R auf die Zytokinproduktion in RASF wurden
drei Liganden des GHS-R untersucht.

MKO0677, ein oral verfiigbarer, non-peptiderger Agonist des GHS-R fiihrt bei Ratten
durch Bindung an den GHS-R zu einer erhdhten Sekretion von Growth Hormon aus der

Hypophyse. (Patchett et al., 1995).
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Der zweite untersuchte Ligand war der inverse GHS-R-Agonist PF04. In Versuchen
konnte gezeigt werden, dass PF04 die Blut-Hirn-Schranke von Ratten tiberwinden kann

und zentral am GHS-R wirkt (Kung et al., 2012)

Der dritte untersuchte Ligand YIL-781 wurde urspriinglich als kompetitiver Antagonist
des GHS-R beschrieben, allerdings zeigten sich in jlingeren Ergebnissen, dass es sich bei
diesem Liganden um einen biased agonist handelt (Buckinx et al., 2019; Mende et al.,
2018). Dieses Phidnomen ist auch als funktionelle Selektivitidt bekannt und beschreibt,
dass ein Ligand nach Bindung an einem Rezeptor bevorzugt einen von mehreren
moglichen Signalwegen aktiviert (Urban et al., 2007). Bei YIL-781 zeigte sich, dass
dieses bevorzugt den Galphaq/11 und Galphal2 aktiviert und antagonistisch auf andere
Signalwege wirkt, welche durch den GHS-R aktiviert werden (Mende et al., 2018) YIL-
781 ist bisher vor allem in der Forschung zur Behandlung von Adipositas interessant, da
es die bekanntermalen orexigene und antiinsulinerge Wirkung von Ghrelin antagonisiert.
Dies wurde bisher in Rattenmodellen erfolgreich untersucht, bei der unter Anwendung
von YIL-781 eine erhdhte Glukose-abhingige Insulinfreisetzung und eine Reduktion der

Korperfettmasse erzielt werden konnte (Esler et al., 2007, p.).

Diese drei Liganden wurden in absteigenden Konzentrationen von 10°M bis 10°M mit
RASF inkubiert. Fiir die statistische Auswertung wurde die Stimulation in Triplikaten

durchgefiihrt.

2.2.4.2 Schemal

In diesem Versuchsabschnitt wurde die Auswirkung von GHS-R-Liganden auf die
Zytokinproduktion von RASF nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen
sowie Hypoxie untersucht. Dazu wurden fiir das erste Schema pro ProbandIn wie in
Abschnitt 2.2.4. beschrieben vier (je 2 unter Normoxie und Hypoxie) 96-Well-Platten
iiber 72h mit RASF kultiviert. Danach erfolgte die Vorinkubation mit den GHS-R-
Liganden analog zu Abschnitt 2.2.4.1. Nach der fiinfstiindigen Inkubationszeit erfolgte
die Stimulation der RASF entweder mit TNF-a (10ng/ml) oder IFN-y (10ng/ml). Nach
24h wurden die Zellkulturiiberstinde der mit TNF-a stimulierten Platten abgenommen,
nach 72h die der mit IFN-y stimulierten Platten. Die Uberstéinde wurden in eine 96-Well-
Platte transferiert und bei -20°C eingefroren oder es erfolgte direkt die Bestimmung der

Konzentration von IL-6, VEGF und BAFF mittels ELISA.
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2.2.4.3 Schema 2

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, inwiefern sich eine Vorstimulation der Zellen
mit IFN-y mit anschlieBender GHS-R Aktivierung bzw. Inhibition auf die
Zytokinproduktion der RASF auswirkt. Dazu wurden RASF wie in Abschnitt 2.2.4
beschrieben in 96-Well-Platten ausgesit und im Brutschrank 1-3 Tage unter
normoxischen Bedingungen kultiviert. Darauthin erfolgte ein Mediumwechsel auf 2%-
Nahrmedium (Zusammensetzung s. Materialteil). Pro Well wurde IFN-y mit einer
Endkonzentration von 10ng/ml hinzugegeben. Die Platten wurden dann unter Hypoxie
fiir 72h inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgte die Stimulation mit MK0677, PF04
und YIL-781 analog zu Abschnitt 2.2.4.1. Nach einer fiinfstiindigen Inkubationszeit
wurden die RASF mit TNF-o stimuliert (10ng/ml). Nach einer 72-stiindigen
Stimulationszeit wurden die Uberstinde abgenommen und in eine 96-Well-Platte
transferiert. Diese wurden bei -20°C eingefroren oder es erfolgte direkt die Bestimmung

der Konzentration von 1L-6 oder VEGF mittels ELISA.

2.2.4.4 Schema3

Im dritten Schema wurden Ergebnisse aus den Versuchen zur GHS-R-Expression in den
Versuchsaufbau integriert. Dort zeigte sich, dass RASF nach einer Stimulation mit TNF-
a und IFN-y eine erhohte Expression des GHS-R auf der Zelloberflache aufweisen. Dieser
Effekt wurde nun zu Nutze gemacht, da durch die erhohte Anzahl von GHS-R auf den
RASF die Wirkung der GHS-R-Liganden auf die Zytokinproduktion sichtbar gemacht
werden sollte. Dafiir wurden die RASF wie unter 2.2.4. beschrieben in 96-Well-Platten
ausgesdt und 1-3 Tage kultiviert. Anschlieend erfolgte die 72-stiindige Vorstimulation
mit TNF-a und IFN-y (beides in einer Endkonzentration von 10ng/ml). Anschlie3end
wurden die Zellen gewaschen und es wurden analog zu Abschnitt 2.2.4.1. die GHS-R-
Liganden MKO0677, PF04 und YIL-781 in absteigenden Konzentrationen hinzugegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 24h wurden die Uberstinde abgenommen. AnschlieBend
wurden diese bei -20°C eingefroren oder es erfolgte direkt die Bestimmung der

Konzentration von IL-6 oder VEGF mittels ELISA.
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2.2.5 ELISA

2.2.5.1 Funktionsweise

Mittels ELISA wurde die Konzentrationen von IL-6, BAFF und VEGF in den
Uberstéinden der Zellkultur bestimmt. Das ELISA-Verfahren ist ein Immunassay-
Verfahren, bei dem mittels einer enzymatischen Farbreaktion spezifische Antigene
nachgewiesen werden konnen. In dieser Studie wurde ein sog. Sandwich-ELISA
verwendet. Bei diesem Verfahren wird die Antigen-Antikorper-Reaktion genutzt, um die
Konzentration eines Antigens zu bestimmen. Dazu werden Mikrotiterplatten mit einem
Capture-Antikorper beschichtet. An diesen bindet nach Zugabe der Probe das
nachzuweisende Antigen. AnschlieBend werden die Platten gewaschen, um die
ungebundenen Antigene zu entfernen. Darauthin wird ein Detektionsantikdrper auf die
Platten gegeben, der an den Capture-Antikdrper-Antigen-Komplex bindet. Der
Detektionsantikorper ist biotinyliert und enthilt damit eine Bindungsstelle fiir das Enzym
Streptavidin, welches die Farbreaktion auslost. Diese ldsst sich fotometrisch messen und
quantifizieren, indem sie mit einer standardisierten Verdiinnungsreihe (s. Abbildung 1)

abgeglichen wird.

Abbildung 1: Standardkurve fiir IL-6 ELISA.

Die Standardreihen wurden aus einer Kontrollldsung mit bekannter Konzentration des
nachzuweisenden Antigens hergestellt. Auf der X-Achse ist die Konzentration aufgetragen, auf
der Y-Achse die entsprechende Wellenlédnge der Probe.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISA.

Die Mikrotitierplatten werden mit einem Capture-Antikorper gecoatet (1). Diese enthalten eine
spezifische Bindungsstelle fiir das nachzuweisende Antigen (2). Ein sekundérer
Detektionsantikorper bindet dann an das Antigen (3). Dieser Detektionsantikorper enthélt eine
Bindungsstelle fiir Streptavidin (5). Bei Zugabe des Reaktionssubstrates katalysiert dieses Enzym
eine Farbreaktion (5). Dieses Farbsignal kann dann im Anschluss fotometrisch gemessen und
quantifiziert werden.

2.2.5.2 1L-6 ELISA (kommerziell)

Zur Bestimmung der IL-6-Konzentration in den Zellkulturiiberstinden wurde das Human
IL-6 Quantikine ELISA Kit (Duo Set, BD Biosciences, San Jose, USA) genutzt. Die

Arbeitsschritte erfolgten laut der Herstellerangaben.

2.2.5.3 VEGF-ELISA (kommerziell)

Die VEGF-Konzentration in den Zellkulturiiberstinden wurden mittels des Human
VEGF DuoSet ELISA (R&D Systems®) bestimmt. Die Arbeitsschritte erfolgten laut der

Herstellerangaben.

2.2.5.4 BAFF-ELISA (Laborinternes Protokoll)

Zur Bestimmung der BAFF-Konzentration in den Zellkulturiiberstinden wurde ein
selbstgecoateter Sandwich-ELISA benutzt. Dazu wurden Mikrotitrierplatten mit 100ul/
Well Belimumab (Konz. Ipg/ml) iiber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet.
Belimumab ist ein Antikorper, welcher das humane BAFF bindet. Nach dem Coating
wurde 250ul/Well eines Blockpuffers (Zusammensetzung s. Materialteil) auf die Platten
gegeben und diese fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die geblockten Platten
wurden anschlieBend mit einem Waschpuffer gewaschen (Zusammensetzung s.

Materialteil). Danach wurden 50ul/Well der Zellkulturiiberstinde auf die Platten
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gegeben. Des Weiteren wurde eine standardisierte Konzentrationsreihe (human
BAFF/BLYS standard, R&D Systems®, Minneapolis, USA) hergestellt und auf die Platte
gegeben. Es erfolgte eine Inkubation iiber zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die Platten
wurden daraufhin vier Mal gewaschen und mit 100ul/Well des Detektionsantikérper
(50ng/ml, anti-hBAFF/BLYS detection antibody, R&D Systems®, Minneapolis, USA)
fiir eine Stunde inkubiert. Darauthin wurden die Platten erneut vier Mal gewaschen und
das 100ul/Well der Streptavidin-Losung (Konz. 50ng/ml) dazugegeben. Nach einer
zwanzigminiitigen Inkubationszeit wurden die Platten vier Mal gewaschen und die
100ul/Well der Entwicklerlosung Ultra TMB (1-Step™ Ultra TMB-ELISA, Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) auf die Platten gegeben. Fiir die Farbreaktion
wurden die Platten an einem lichtgeschiitzten Ort gelagert. Die Farbreaktion wurde dann
mit 100ul 1M Schwefelsdure gestoppt. Die Platten wurden in einem Microplate-Reader
ausgelesen, wobei die Wellenlinge fiir die Exzitation 450nm und die

Referenzwellenlinge 595nm betrug.

2.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Versuche sowie zur Erstellung der Grafiken wurde die
Software IBM® SPSS® Statistics 27 genutzt. Die Stimulation der Zellen fiir die ELISA-
Versuchsreihen erfolgte in Triplikaten. Der Stichprobenumfang liegt bei n = 5 pro
Versuchsreihe. Zur Auswertung der Zytokinproduktion wurde als nicht-parametrischer
Primértest der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Als post-hoc Analyse wurde die
Bonferroni-Korrektur angewendet, wobei die gemessene Zytokinkonzentrationen in
einem multivariaten linearen Modell mit der Negativkontrolle verglichen wurden. Das
Signifikanzniveau wurde auf alpha = 5% festgelegt. Ergebnisse ab einem p-Wert von

<0,05 wurden als signifikant gewertet.

Zur Auswertung der GHS-R- und GLUTI- bzw. GLUT4-Expression wurde als
deskriptive Statistik mittels Kolmogrov-Smirnov-Tests und Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepriift. Anschlieend erfolgte die Priifstatistik mittels einer ANOVA.
Das Signifikanzniveau wurde auf alpha = 5% festgelegt. Ergebnisse ab einem p-Wert von

<0,05 wurden als signifikant gewertet.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als vertikale Box- Plots. Die Box entspricht dabei
dem Interquartilsabstand der oberen und unteren Quartils, der Strich innerhalb der Box

steht fir den Median. Die Antennen stellen das 10. Bzw. das 90. Perzentil dar.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse Rezeptorexpression

3.1.1 GHS-R-Expression

In diesen Versuchen wurde der Einfluss von Entziindungsmediatoren auf die Expression
des GHS-R in RASF untersucht. Dazu wurden RASF mit Zytokinen stimuliert, welche
wesentlich an den zelluldren Regulationsmechanismen der Entziindungskaskade bei RA
beteiligt sind. Zum anderen wurde Kortisol als wichtiges antiinflammatorisches Steroid
eingesetzt, da bereits ein Einfluss von Glukokortikoiden auf die Expression von GHS-R

nachgewiesen wurde (Kaji et al., 2001).

Die Stimulation der RASF mit Cortisol fithrte sowohl unter hypoxischen als auch
normoxischen Bedingungen nicht zu einer signifikant verdnderten Expression des GHS-
R auf der Zelloberfliche der RASF. Dies trifft auch auf die alleinige Stimulation der
RASF mit TNF-a oder IFN-y zu.

Die RASF, welche mit einer Kombination aus TNF-o und IFN-y stimuliert wurden,
zeigten unter normoxischen Bedingungen eine signifikant erhéhte Expression des GHS-
R auf der Zelloberfliche (p < 0,001), ebenso die RASF, welche mit IL-18 stimuliert
wurden (p = 0,038) (Abb.3).
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Abbildung  3: GHS-R-Expression nach Stimulation  mit  verschiedenen
Entziindungsmediatoren unter normoxischen Bedingungen
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RASF wurden tiber 72h mit TNF (10ng/ml), IFN-y (10ng/ml), IL-1B (1ng/ml) oder Cortisol
(1uM) behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% reprasentiert die GHS-R-Expression der
Kontrolle. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Kolmogrov-Smitnov-Tests und
Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Analyse der Mittelwertvergleiche erfolgte mittels ANOVA mit
Dunnett’s post-hoc-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Unter hypoxischen Bedingungen zeigte sich ebenfalls eine signifikant erh6hte Expression
des GHS-R bei den RASF, welche mit einer Kombination aus TNF- o und IFN-y
stimuliert wurden (p=0,009) (Abb. 4).
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Abbildung  4: GHS-R-Expression nach Stimulation  mit  verschiedenen
Entziindungsmediatoren unter hypoxischen Bedingungen

RASF wurden tiber 72h mit TNF (10ng/ml), IFN-y (10ng/ml), IL-1B (1ng/ml) oder Cortisol
(1pM) behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% reprisentiert die GHS-R-Expression der
Kontrolle. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Kolmogrov-Smitnov-Tests und
Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Analyse der Mittelwertvergleiche erfolgte mittels ANOVA mit
Dunnett’s post-hoc-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

3.1.2 GLUT1 und GLUT4 Expression

Als orexigen wirkendes Verdauungshormon ist die Hauptfunktion von Ghrelin die
Aufrechterhaltung einer addquaten Versorgung mit Glukose. Dies trifft nicht nur auf den
systemischen Glukosehaushalt zu, sondern auch auf den Glukosehaushalt auf zelluldrer
Ebene. Es wurde gezeigt, dass Tumorzellen Ghrelin produzieren und dieses im Sinne

eines auto- bzw. parakrinen Regulationsmechanismus die Translokation von GLUTI in
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den Tumorzellen fordert (Kraus et al., 2016). Daher wurde in dieser Studie untersucht, ob
die GHS-R-Liganden auch einen Einfluss auf die GLUT1- und GLUT4-Expression bzw.
Translokation in RASF haben.

Die Wirkung der GHS-R-Liganden MKO0677, PF04 und YIL781 auf die
Oberflachenexpression von GLUT1 und GLUT4 wurde nach einstiindiger bzw. 24-
stiindiger Inkubation wuntersucht. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde
Insulinlésung zu den RASF gegeben, um eine Translokation des GLUT4 an die
Zelloberfliache zu induzieren. Die RASF zeigten unter Stimulation mit MK06, PF04 und
YIL781 nach einer bzw. 24 Stunden keine verdnderte Menge der Glukose-Transporter
GLUT1 und GLUT4 auf der Zelloberflache (Abb. 5-8).
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Abbildung 5: GLUTI1-Expression in Prozent der Kontrolle nach einer
Inkubationszeit von 1h

RASF wurden tber 1h mit MK0677, PF04, eine Kombination dieser beiden Liganden und
YIL781 in einer Konzentration von 10® M behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100%
reprasentiert die GLUT1-Expression der Kontrolle. Die Normalverteilung der Daten wurde
mittels Kolmogrov-Smitnov-Tests und Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Mittelwertvergleiche
erfolgten mittels ANOVA. Als post-hoc-Test wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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Abbildung 6: GLUT4-Expression in Prozent der Kontrolle nach einer
Inkubationszeit von 1h

RASF wurden iiber 1h mit MK0677, PF04, eine Kombination dieser beiden Liganden und
YIL718 in einer Konzentration von 10 M behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100%
reprasentiert die GLUT4-Expression der Kontrolle. Die Normalverteilung der Daten wurde
mittels Kolmogrov-Smitnov-Tests und Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Mittelwertvergleiche
erfolgten mittels ANOVA. Als post-hoc-Test wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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Abbildung 7: GLUTI1-Expression in Prozent der Kontrolle nach einer
Inkubationszeit von 24h

RASF wurden iiber 24h mit MK0677, PF04, eine Kombination dieser beiden Liganden und
YIL781 in einer Konzentration von 10® M behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100%
reprasentiert die GLUT1-Expression der Kontrolle. Die Normalverteilung der Daten wurde
mittels Kolmogrov-Smitnov-Tests und Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Mittelwertvergleiche
erfolgten mittels ANOVA. Als post-hoc-Test wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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Abbildung 8: GLUT4-Expression in Prozent der Kontrolle nach einer
Inkubationszeit von 24h

RASF wurden iiber 24h mit MK0677, PF04, eine Kombination dieser beiden Liganden und
YIL781 in einer Konzentration von 10® M behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100%
reprasentiert die GLUT4-Expression der Kontrolle. Die Normalverteilung der Daten wurde
mittels Kolmogrov-Smitnov-Tests und Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Mittelwertvergleiche
erfolgten mittels ANOVA. Als post-hoc-Test wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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3.2 Ergebnisse Zytokinproduktion

Es ist bekannt, dass Ghrelin neben seiner Funktion als Verdauungshormon auch
antiinflammatorische Eigenschaften besitzt. Dixit et al. untersuchten die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen in PBMCs von gesunden maénnlichen Probanden,
welche mit Phytohdmagglutinin stimuliert wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass
PBMCs, welche mit Ghrelin inkubiert wurden, signifikant geringere Mengen IL-1f, IL-
6 und TNF-a produzierten. (Dixit et al., 2004).

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung von GHS-R-Liganden auf die
Zytokinproduktion in RASF untersucht, welche mit Entziindungsmediatoren stimuliert
wurden. Insbesondere wurde dabei die Produktion von IL-6, VEGF und BAFF in den
RASF untersucht.

3.2.1 Ergebnisse ELISA Schema 1

In der ersten Versuchsreihe zur Zytokinproduktion wurden RASF nach flinfstiindiger Pri-
Inkubation mit MK0677, PF04 oder YIL-781 entweder mit TNF-a oder IFN-y stimuliert.
Dabei konnte keine signifikant verdnderte Produktion von IL-6 und VEGF festgestellt

werden, weder unter hypoxischen noch unter normoxischen Bedingungen (Daten nicht

gezeigt).

YIL-781 bewirkte nach 5h in der hdchsten untersuchten Konzentration von 10°M eine
signifikant verringerte BAFF-Produktion in den RASF, welche mit IFN-y vorstimuliert
wurden (Abb.9-10). Dieser Effekt zeigte sich sowohl unter hypoxischen (p<0,001) als
auch normoxischen (p<0,001) Bedingungen. Dabei war die Mittelwertdifferenz unter

Hypoxie grofer als unter Normoxie (Abb.9-10).
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Abbildung 9: BAFF-Produktion nach Vorstimulation der Fibroblasten mit IFN-y
sowie anschliefende Inkubation mit YIL781 unter normoxischen Bedingungen.

RASF wurden unter normoxischen Bedingungen fiir Sh mit YIL-781 behandelt und anschliefend
mit IFN-y (10ng/ml) fiir 72h stimuliert. Die gestrichelte Linie bei 100% stellt die BAFF-
Konzentration der Kontrolle dar (M=119,89pg/ml, SD=24,12pg/ml). Als nicht-parametrischer
Primértest wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Fiir die post-hoc Analyse wurde die
Bonferroni-Korrektur angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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Abbildung 10: BAFF-Produktion nach Vorstimulation der Fibroblasten mit IFN-y
sowie anschlieende Inkubation mit YIL-781 unter hypoxischen Bedingungen

RASF wurden unter hypoxischen Bedingungen fiir 5Sh mit YIL-781 behandelt und anschlieBend
mit [FN-y (10ng/ml) fiir 72h stimuliert. Die gestrichelte Linie bei 100% stellt die BAFF-
Konzentration der Kontrolle dar (M=103,91pg/ml, SD=43,75pg/ml). Als nicht-parametrischer
Primirtest wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Fiir die post-hoc Analyse wurde die
Bonferroni-Korrektur angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

3.2.2 Ergebnisse ELISA Schema 2

In der zweiten Versuchsreihe zur Zytokinproduktion erfolgte eine Vorstimulation der
RASF mit IFN-y unter hypoxischen Bedingungen und eine anschlie3ende Inkubation mit
MKO0677, PFO4 und YIL-781 fiir 5h. Nach der Inkubation wurde eine der beiden Gruppen
zusitzlich mit TNF-a stimuliert. Nach 72h erfolgte die Quantifizierung der Konzentration

von IL-6 und VEGF in den Uberstidnden der Zellkultur mittels ELISA.

Es zeigten sich keine signifikant veranderte Produktion von IL-6, weder bei den mit TNF-
o stimulierten Zellen noch bei denen, welche nicht mittels TNF-o stimuliert wurden

(Daten nicht gezeigt).

PF04 bewirkte eine signifikant erhdhte Produktion von VEGF in RASF, welche mit TNF-
a stimuliert wurden (p<0,001). Im Gegensatz dazu zeigte sich kein signifikanter Effekt

bei den RASF, welche keine zusétzliche Stimulation mit TNF-a erhielten (Abb.11).
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Abbildung 11: VEGF-Produktion nach Vorstimulation der RASF mit IFN-y sowie
anschliefende Inkubation mit PF04

RASF wurden 72h mit IFN-y inkubiert und anschlieBend mit PF04 behandelt. Eine Gruppe erhielt
zusitzlich eine Stimulation mit TNF-a (griin). Die gestrichelte Linie bei 100% stellt die VEGF-
Konzentration der Kontrolle dar (keine zusdtzliche Stimulation: M=1101,61pg/ml,
SD=472,31pg/ml; zusitzliche Stimulation mit TNF-a: M=1028,19pg/ml, SD=407,88pg/ml). Als
nicht-parametrischer Primértest wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Fiir die post-hoc
Analyse wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05
festgelegt.

YIL-781 bewirkte sowohl in RASF, welche mit TNF-a stimuliert wurden, als auch in

RASF ohne zusétzliche Stimulation eine signifikant erh6hte VEGF-Produktion (»p<0,001;
p=0,001) (Abb.12).
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Abbildung 12: VEGF-Produktion nach Vorstimulation der RASF mit IFN-y sowie
anschliefende Inkubation mit YIL781

RASF wurden 72h mit IFN-y inkubiert und anschlieBend mit YIL781 behandelt. Eine Gruppe
erhielt zusétzlich eine Stimulation mit TNF-a (griin). Die gestrichelte Linie bei 100% stellt die
VEGF-Konzentration der Kontrolle dar (keine zusétzliche Stimulation: M=1106,44pg/ml,
SD=470,54pg/ml; zusdtzliche Stimulation mit TNF-a: M=935,68pg/ml, SD=426,54pg/ml). Als
nicht-parametrischer Primértest wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Fiir die post-hoc
Analyse wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05
festgelegt.

3.2.3 Ergebnisse ELISA Schema 3

Im dritten Schema wurden Ergebnisse in den Versuchsaufbau implementiert, welche in
den Versuchen zur Expression des GHS-R erlangt wurden. Es zeigte sich, dass durch eine
Ko-Stimulation der RASF mit TNF-a und IFN-y die Expression des GHS-R auf der
Zelloberfliche der RASF signifikant ansteigt. Diese Erkenntnis wurde in den
Versuchsaufbau eingefiihrt, indem RASF fiir 72h mit TNF- o und IFN-y vorstimuliert

wurden.
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Es zeigte sich, das MK0677 (p < 0,001), PFO4 (p = 0,014) und YIL-781 (p < 0,001) zu
einer signifikant verdnderten Produktion von VEGF fiihrten (Abb.13-15).
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Abbildung 13: VEGF-Produktion nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-a und
IFN-y sowie anschliefende Inkubation mit MK0677

RASEF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNF-a und IFN-y und wurden anschlieBend mit
MKO0677 behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% représentiert die VEGF-Konzentration der
Kontrolle (M=235,42pg/ml, SD=108,95pg/ml). Die Signifikanz wurde mittels des nicht-
parametrischen  Kruskal-Wallis-Tests sowie der Bonferri-Korrektur — ermittelt. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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Abbildung 14: VEGF-Produktion nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-o und
IFN-y sowie anschlieBende Inkubation mit PF04

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNF-a und IFN-y und wurden anschlieBend mit
PF04 behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% représentiert die VEGF-Konzentration der
Kontrolle (M=247,35pg/ml, SD=112,97pg/ml). Die Signifikanz wurde mittels des nicht-
parametrischen  Kruskal-Wallis-Tests sowie der Bonferri-Korrektur — ermittelt. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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Abbildung 15 VEGF-Produktion nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-o und
IFN-y sowie anschlieBende Inkubation mit YIL-781

RASEF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNF-a und IFN-y und wurden anschlieBend mit
YIL-781 behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% reprisentiert die VEGF-Konzentration der
Kontrolle (M=246,09pg/ml, SD=111,60pg/ml). Die Signifikanz wurde mittels des nicht-
parametrischen  Kruskal-Wallis-Tests sowie der Bonferri-Korrektur — ermittelt. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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MKO0677, PFO4 und YIL-781 zeigten keinen signifikanten Effekt auf die IL-6-Produktion
(Abb. 16-18)
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Abbildung 16: IL-6-Produktion nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-a und
IFN-y sowie anschlielende Inkubation mit MK0677

RASEF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNF-a und IFN-y und wurden anschlieBend mit
MKO0677 behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% reprasentiert die IL6-Konzentration der
Kontrolle (M=2898,35pg/ml, SD=1189,35pg/ml). Die Signifikanz wurde mittels des nicht-
parametrischen  Kruskal-Wallis-Tests sowie der Bonferri-Korrektur — ermittelt. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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Abbildung 17: IL-6-Produktion nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-a und
IFN-y sowie anschlieBende Inkubation mit PF04

RASEF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNF-a und IFN-y und wurden anschlieBend mit
PF04 behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% reprisentiert die IL6-Konzentration der
Kontrolle (M=2995,22pg/ml, SD=1155,98pg/ml). Die Signifikanz wurde mittels des nicht-
parametrischen  Kruskal-Wallis-Tests sowie der Bonferri-Korrektur —ermittelt. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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Abbildung 18: IL-6-Produktion nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-a und
IFN-y sowie anschliefende Inkubation mit YIL-781

RASEF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNF-a und IFN-y und wurden anschlieBend mit
YIL-781 behandelt. Die gestrichelte Linie bei 100% reprisentiert die IL6-Konzentration der
Kontrolle (M=2887,45pg/ml, SD=1287,44pg/ml). Die Signifikanz wurde mittels des nicht-
parametrischen  Kruskal-Wallis-Tests sowie der Bonferri-Korrektur —ermittelt. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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4 Diskussion

4.1 GHS-R-Expression

Die verdnderte Expression von Oberflichenmolekiilen wie Rezeptoren ist ein wichtiger
Mechanismus von Zellen, um auf Signale in ihrem Milieu zu reagieren. In diesen
Versuchen konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige Stimulation der RASF mit TNF-
a und IFN-y zu einer signifikant gesteigerten Expression des GHS-R auf der
Zelloberflache fithrt. Wie bereits beschrieben sind TNF-o und IFN-y zwei wesentliche
Entziindungsmediatoren, die nicht nur in der Pathogenese der RA, sondern auch bei
zahlreichen anderen inflammatorischen Prozessen im Organismus eine zentrale Rolle
spielen (Ehrenstein et al., 2004; Hirahara and Nakayama, 2016; Szabo et al., 2003;
Thomson et al., 1987; Vandooren et al., 2009). Die Hochregulation der GHS-R-
Expression durch TNF-o und IFN-y legt nahe, dass das Ghrelin-System durch
inflammatorische Prozesse beeinflusst wird und selbst auch regulatorische Funktionen

innehaben konnte.

Es sind bereits einige Faktoren bekannt, welche zu einer verdnderten Expression des
GHS-R fiihren. Gut erforscht ist die Wirkung von endogenen oder exogenen Agonisten,
die im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus zu einer verminderten Expression
des GHS-R fiihren (Luque et al., 2004; Yin et al., 2014). Ein bekanntes Signal, welches
zu einer Hochregulation des GHS-R fiihrt, ist z.B. das Fasten, wobei es zu einer
signifikant erhohten Expression des GHS-R in Neuronen des Nucleus arcuatus kommt
(Yasrebi et al., 2016). Auch verschiedene Hormone wie B-Estradiol oder Triiodthyronin
bewirken eine vermehrte Expression des GHS-R (Kamegai et al., 2001; Petersenn et al.,
2001). Dies deutet auf die zentrale regulatorische Funktion des Ghrelin-Systems hin,

welche tiber seine Funktion als Verdauungshormon im Energiehaushalt hinausfiihrt.

Studien weisen darauf hin, dass ein Teil der antiinflammatorischen Wirkung von Ghrelin
auf eine Inhibition der Translokation von NFkB in den Nukleus zuriickzufiihren ist (Mao
et al., 2015; Zhou and Xue, 2009). NF«kB ist ein induzierbarer Transkriptionsfaktor,
welcher nach einer Translokation in den Zellkern zu einer gesteigerten Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen fiihrt, u.a. auch von TNF-a (Day, 2006; Hayden and
Ghosh, 2014). Es wére somit denkbar, dass TNF-a selbst eine erhdhte Expression des
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GHS-R bewirkt und so im Sinne eines Autoregulationsmechanismus eine Inhibition

seiner eigenen Expression.

In dieser Arbeit wurde zudem der Einfluss einer hypoxischen Umgebung auf die GHS-
R-Expression untersucht. Auf zelluldrer Ebene ist die Hypoxie ein wesentlicher Faktor in
der Pathogenese der RA. Die autoimmunvermittelte Entziindungsreaktion der Synovia
fiihrt zu einer Migration von zahlreichen Immunzellen wie Makrophagen, B- und T-
Zellen in die betroffenen Gelenke (Koch, 1998). In dieser Studie konnte festgestellt
werden, dass die Expression des GHS-R unter normoxischen Bedingungen hoher war als
unter hypoxischen. Dies erscheint zundchst im Widerspruch zu der bestehenden
Erkenntnis, dass Ghrelin die Angiogenese fordert (Wang et al., 2023). Es wire somit zu
erwarten, dass eine hypoxische Umgebung die GHS-R-Expression induzieren konnte.
Eine mogliche Erklarung fiir dieses Ergebnis wire, dass die Hypoxie einen zelluldren
Stress fiir die RASF darstellt und nicht nur die Expression des GHS-R, sondern auch die
Expression anderer Oberflichenrezeptoren herunterreguliert wird. In zukiinftigen Studien
konnte die Auswirkung einer hypoxischen Umgebung auf die GHS-R-Expression in
RASEF insbesondere im Vergleich zu anderen Oberflichenrezeptoren untersucht werden.
Bekannt ist z.B., dass durch Hypoxie Transkriptionsfaktoren wie der Hypoxia-Induced-
Factor-1 (HIF-1) aktiviert werden, welcher zu einer vermehrten Produktion von VEGF
und somit zu einer Neovaskularisation der betroffenen Gelenke flihrt (Koch et al., 1994;

Semenza et al., 1991; Shweiki et al., 1992).

Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass die gewéhlten Versuchsbedingungen nicht
ideal waren, um den Effekt einer hypoxischen Umgebung auf die GHS-R-Expression zu
zeigen. Fiir diesen Versuch wurden RASF fiir 72 Stunden bei einem Sauerstoftlevel von
1% kultiviert. In zukiinftigen Versuchen konnte der Effekt einer mifligeren, aber langer
andauernden Hypoxie untersucht werden. So zeigte sich in Studien, dass die Expression
von bestimmten GPCR in dauerhaft hypoxischen Milieus hochreguliert werden (Lappano
et al., 2016). Dieser Effekt ist z.B. in Tumorzellen wie Mammakarzinomen oder
Osteosarkomen sichtbar, in denen die Expression von GPCR wie den G-protein-coupled
estrogen receptor 1 (GPER) oder CXCR4 durch Transkriptionsfaktoren, insbesondere
dem Hypoxia-induced-factor 1a (HIF-1a), hochreguliert werden (Guo et al., 2014;
Recchia et al., 2011).

Eine weitere Hypothese ist, dass der Effekt einer Hypoxie auf die GHS-R-Umgebung erst
sichtbar wird, wenn gleichzeitig auch ein Glukose- bzw. Nihrstoffmangel besteht.

45


Mobile User


Ghrelin ist ein orexigen wirkendes Verdauungshormon und beeinflusst auch den
Glukosehaushalt auf zelluldrer Ebene. Ein Glukose- bzw. Nihrstoffmangel als
zusdtzlicher Reiz neben der Hypoxie konnte eine verdnderte Expression des GHS-R

bewirken.

Zuletzt sollte auch in Betracht gezogen werden, dass sich die konstitutive Aktivitit des
GHS-R gedndert haben konnte. In dem Fall wére es moglich, dass Hypoxie zwar keine
verdnderte Expression des GHS-R bewirkt, jedoch durch eine Modulation der

Rezeptoraktivitit auf die RASF wirkt.

4.2 GLUT1 und GLUT4 Expression

Ghrelin beeinflusst den Glukosehaushalt nicht nur auf makroskopischer, sondern auch
auf zelluldrer Ebene. In dieser Studie wurde die Wirkung der GHS-R-Liganden auf die
Expression des insulinunabhéngigen GLUT1 und den insulinabhdngigen GLUT4 auf
RASF untersucht. Dabei konnte nach der Inkubation der RASF mit MK0677, PF04 und
YIL781 keine signifikant verdnderte Expression des GLUT1 oder GLUT4 festgestellt
werden. Dies steht im Gegensatz zu der Erkenntnis, dass Ghrelin in anderen Zelltypen,
z.B. in Tumorzellen und Myoblasten, eine modulatorische Funktion auf die GLUT-
Expression besitzt und die intrazellulire Aufnahme von Glukose fordert (Han et al.,

2015; Kraus et al., 2016).

Ghrelin besitzt einen maf3geblichen Einfluss auf den Glukosehaushalt. Dabei verhélt sich
der Plasmaghrelinspiegel gegenldufig zu dem von Insulin mit einem préaprandialen
Anstieg und einem postprandialen Abfall (Cummings et al., 2001). Zudem zeigt der
Plasmaghrelinspiegel eine &hnliche zirkadiane Rhythmik wie die von Leptin, ein
Hormon, welches ebenfalls eine Schliisselfunktion im Energiehaushalt besitzt (Qian et

al., 2019; Tsujino and Sakurai, 2012).

In Versuchen, welche den Einfluss von Ghrelin auf die GLUT-Expression von Zellen des
ZNS untersucht haben, konnte gezeigt werden, dass acyliertes Ghrelin zu einer
verminderten GLUT3-Expression in hypothalamischen Neuronen fiihrt (Fuente-Martin
et al., 2016). Ghrelin konnte somit als orexigen wirkendes Hormon einen verminderten
Plasmaglukosespiegel an zentralnervése Systeme vermitteln, um somit als Signal fiir die

Initiierung von Nahrungsaufnahme zu fungieren
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Fuente-Martin et al. haben in ihren Experimenten zur GLUT-Expression auf Astrozyten
gezeigt, dass Ghrelin einen unterschiedlichen Effekt auf die verschiedenen Subtypen der
GLUT hat. So zeigte sich der Effekt vor allem bei GLUT2 und GLUT3, weniger jedoch
in diversen Isoformen des GLUT1 (Fuente-Martin et al., 2016). Eine Untersuchung der
Expression weiterer Isoformen des GLUT auf RASF wire ebenfalls interessant und
konnte Gegenstand zukiinftiger Forschungen sein. Des Weiteren wurde in den o.g.
Versuchen nicht die Wirkung von GHS-R-Liganden wie in unserem Versuchsaufbau auf
die Zielzellen untersucht, sondern die Wirkung durch direkte Gabe von acylierten und
deacylierten Ghrelin. Dieses Vorgehen konnte man auch bei RASF anwenden, um zu
sehen, ob durch die direkte Zugabe von Ghrelin ein Effekt auf die GLUT-Expression

erzielt werden kann.

Eine weitere mogliche Ursache fiir das Fehlen eines signifikanten Effektes auf die
GLUTI1- und GLUT4-Expression konnte eine zu geringe Konzentration bzw.
Inkubationszeit der untersuchten GHS-R-Liganden sein. Diese Modifikationen konnten
aus zeitlichen Griinden nicht mehr getestet werden, stellen aber einen Ansatzpunkt fiir

zukiinftige Experimente dar.

Wie oben erwihnt kdnnte auch hier ein Glukose- bzw. Néhrstoffmangel als zusitzlicher
Stimulus untersucht werden. Niedrige Glukosespiegel konnen insbesondere die
Expression von GLUT1 induzieren (Tal et al., 1992). Es ist denkbar, dass die Wirkung
von GHS-R-Liganden auf die GLUT-Expression durch dieses zusitzliche Signal sichtbar

gemacht werden konnte.

4.3 Zytokinproduktion

4.3.1 YIL-781 verringert BAFF-Produktion

In der ersten Versuchsreihe zur Zytokinproduktion zeigte sich, dass YIL-781 in der
hochsten untersuchten Konzentration nach einer Vorstimulation mit IFN-y zu einer
signifikant verringerten Produktion von BAFF in den Fibroblasten fiihrte. Dieser Effekt

war sowohl unter normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen zu beobachten.

Der Einfluss des ghrelinergen Systems auf BAFF ist noch wenig untersucht. Es ist
allerdings bekannt, dass BAFF neben seiner Funktion in immunologischen Prozessen
auch eine regulatorische Funktion im Energiehaushalt besitzt. BAFF-Rezeptoren werden

von braunen und weillen Adipozyten exprimiert (Chan et al., 2021; Zonca et al., 2012).
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Versuche in BAFF-knock-out-Méusen haben gezeigt, dass durch das Ausschalten des
BAFF-Systems die Glukosetoleranz in Mausen mit induziertem Diabetes mellitus
verbessert werden konnte (Kim et al., 2015; Kim and Hyun, 2016). Ghrelin ist ein
Hormon, das wesentlich an der Energichomdostase und dem Glukosehaushalt beteiligt
ist. Es wiére somit denkbar, dass das ghrelinerge System mit BAFF interagiert und so eine

Wirkung im Energiehaushalt erzielt.

Es ist zudem anzumerken, dass BAFF zur gleichen Superfamilie wie TNF-a gehort und
ebenfalls eine Translokation von NFkB in den Nukleus bewirkt (Daridon et al., 2008).
Ghrelin inhibiert die Translokation von NFkB in den Nukleus (Karin and Ben-Neriah,
2000; Mao et al., 2015). Dieser Zusammenhang legt nahe, dass Ghrelin auch Einfluss auf
die BAFF-Produktion in RASF haben konnte.

4.3.2 Vorstimulation mit TNF-o und IFN-y macht den Effekt des GHS-R auf
VEGF-Produktion sichtbar

In der dritten Versuchsreihe zur Zytokinproduktion wurden die Erkenntnisse aus den
Versuchen beziiglich der GHS-R-Expression implementiert. Bei diesen zeigte sich, dass
eine Kostimulation der RASF mit TNF-o und IFN-y zu einer signifikant erhohten GHS-
R-Expression fiihren. Der GHS-R besitzt im Vergleich zu anderen GPCR eine hohe
konstitutive Aktivitidt (Mear et al., 2013). Eine erhohte Rezeptorexpression sollte somit
auch einen stirkeren Einfluss auf RASF ausiiben. Die RASF wurden deshalb mit TNF-a
und IFN-y vorstimuliert, um so die Wirkung der GHS-R-Liganden auf die

Zytokinproduktion sichtbar zu machen.

Im Vergleich zur alleinigen Vorstimulation mit IFN-y konnte nach Vorstimulation mit
IFN-y und TNF-a ein verstirkter und signifikanter Effekt der getesteten GHS-R-
Liganden MKO0677, YIL-781 und PF04 auf die VEGF-Produktion der RASF festgestellt

werden.

Bemerkenswert war, dass in der dritten Versuchsreihe sowohl die Agonisten als auch
Antagonisten des GHS-R zu einer erhéhten Produktion von VEGF fiihrten. Fiir dieses

Phanomen lassen sich verschiedene Erkldrungsansitze nennen.

Als erstes sollte der komplexe Signalmechanismus des GHS-R aufgefiihrt werden, der zu
der Gruppe der GPCR gehort. Bei dem klassischen Aktivierungsweg in GPCR kommt es
durch Bindung eines Liganden an den Rezeptor zu einer Aktivierung des G-Proteins.

Dabei handelt es sich um heterotrimere Proteine, welche durch den Austausch von GDP
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zu GTP aktiviert werden. Die aktivierte a-Untereinheit des G-Proteins fiihrt wiederum als
Effektormolekiil zu einer intrazelluldren Signaltransduktion. Die hdufigste und am besten
erforschte Wirkung beim GHS-R ist dabei die aq-vermittelte intrazelluldre Freisetzung
von Ca?*, welche entweder durch den PLC-Inositol-Signalweg oder den PKA-cAMP-
Signalweg induziert wird (Kohno et al., 2003; Yin et al., 2014). Neben diesem klassischen
Aktivierungsweg gibt es jedoch auch alternative Signaltransduktionswege, welche durch
die verschiedenen Ga-Proteine hervorgerufen werden. Dabei lassen sich die Ga-
Untereinheiten in vier iibergreifende Gruppen aufteilen: Gaq, Gai, Gas und Gal2
(Syrovatkina et al., 2016). Insbesondere ist hier das Gai-Protein hervorzuheben, welches
im Gegensatz zum Gaq-Protein zu einer verringerten Aktivitit der Adenylatcyclase fiihrt
und damit zu einer Abnahme der intrazelluliren cAMP-Konzentration (Kurose and Kim,
2022). Es ist moglich, dass die getesteten GHS-R-Liganden nicht selektiv das Gag-
Protein aktivieren, sondern auch zu einer Aktivierung des Gai-Proteins fithren und somit
zu einer verdnderten intrazelluldren Signaltransduktion. So konnte in pankreatischen f3-
Zellen gezeigt werden, dass Ghrelin die Ausschiittung von Insulin durch eine Aktivierung
von Goi2 inhibiert (Dezaki, 2013). Ebenso wire denkbar, dass in den GHS-R in den

RASF vermehrt einzelne Ga-Proteine, wie z.B. das Gai-Protein, gebildet werden.

G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) sind Proteinkinasen, welche GPCR, die
durch ihre jeweiligen Liganden aktiviert wurden, phosphorylieren und somit eine
verdnderte Signaltransduktion oder Desensibilisierung bewirken (Pitcher et al., 1998).
Studien haben gezeigt, dass GRK in Versuchstieren mit adjuvanter Arthritis oder CIA
herunterreguliert sind (Honke et al., 2022; Lombardi et al., 2001). Dies kann zu einer
verdnderten Signaltransduktion fithren oder die Ligandenbindung beeinflussen. Demnach
kann es sein, dass die Wirkung, welcher durch den GHS-R vermittelt wird, durch das
verminderte Vorkommen von GRK in den RASF verdndert wird. Ebenso wire es
denkbar, dass die getesteten GHS-R-Liganden in RASF durch eine verdnderte
Ligandenbindung eine andere Wirkung erzielen als z.B. in Fibroblasten von

ProbandInnen, welche nicht an RA erkrankt sind.

Proinflammatorische Zytokine selbst konnen ebenfalls die Signaltransduktion von GPCR
beeinflussen (Mohan et al., 2017). So konnte in Versuchen gezeigt werden, dass TNF-a
und IL-1f zu einer verminderten Aktivitit des B-adrenergen GPCR in Kardiomyozyten
von Ratten fiihrt (Chung et al., 1990; Gulick et al., 1989). TNF-a bewirkt zudem eine

Akkumulation von Gai-Proteinen in Kardiomyozyten und aktiviert GRK, welche
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wiederum durch Phosphorylierung des -adrenergen GPCR zu einer Heruntersetzung der
rezeptorvermittelten Signaltransduktion fithren (Vasudevan et al., 2013). Aus diesen
Erkenntnissen ldsst sich schlussfolgern, dass proinflammatorische Zytokine auch die
Signaltransduktion des GHS-R durch die oben genannten Mechanismen beeinflussen
konnte und so z.B. die Produktion von weiteren proinflammatorischen Zytokinen

stimuliert.

In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Stimulation von RASF mit TNF-a
und IFN-y zu einer vermehrten Expression des GHS-R an der Zelloberfliche der RASF
fiihrt. Diese Erkenntnis wurde in den Versuchsaufbau zur Zytokinproduktion integriert.
Dabei kann dieser Effekt ebenfalls zu einer verdnderten Signaltransduktion beitragen. Es
zeigte sich z.B., dass Opiodrezeptoren (OR) intrazellulir am Golgiapparat andere
Signalwege induzieren als OR, welche an der Zelloberfldche exprimiert werden (Radoux-
Mergault et al., 2023). Demzufolge kann man ableiten, dass die vermehrte Aktivierung
von GHS-R an der Zelloberfliche eine andere Signaltransduktion bewirken konnte als

GHS-R, welche intrazellular aktiviert werden.

Azzi et al. haben in einer Studie zu GPCR-Signaling den B2-adrenergen Rezeptor
untersucht, um alternative Signalwege, welche durch seine Liganden aktiviert werden, zu
detektieren. Insbesondere wurde die Wirkung von Propanolol und ICI118551 untersucht,
wobei es sich bei diesen Liganden um inverse Agonisten handelt, welche die
konstitutionelle Aktivitit des Gas-Signalweges verringern. Es zeigte sich, dass diese
Liganden jedoch eine agonistische Wirkung auf die MAPK-Kaskade zeigten. Dieser
Effekt scheint bei ICI118551 G-Protein-unabhdngig durch B-Arrestin vermittelt zu
werden (Azzi et al., 2003). Es wére somit denkbar, dass durch die Bindung der getesteten
GHS-R-Liganden neben den klassischen und in der Literatur beschriebenen Signalwege
alternative Signalwege intrazelluldr aktiviert werden, welche zu der verdnderten
Zytokinproduktion der Fibroblasten fiihrten. So zeigte sich, dass B-Arrestin neben seiner
modulatorischen Funktion in GPCR auch direkt Einfluss auf intrazelluldre Signalwege
nehmen kann. B-Arrestin inhibiert z.B. die Aktivitdt von NFkB durch Interaktion mit dem
Faktor IkBa (Witherow et al., 2004). Dabei handelt es sich um ein Protein, welches die
Kernlokalisierungssignale von NFkB maskiert und dieses somit den Transport von NFkB
in den Zellkern inhibiert (Jacobs and Harrison, 1998). NF«kB ist in der RA ein zentraler
Mediator von inflammatorischen Signalen und vermehrt im synovialen Gewebe von RA-

PatientInnen aktiviert (Asahara et al., 1995). Es fiihrt nach seiner Translokation in den
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Zellkern unter anderem zu einer vermehrten Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNF-o oder IL6 (Davignon et al., 2013). Somit kdnnte es sein, dass -
Arrestin durch die getesteten Liganden aktiviert wird und unabhingig vom GPCR-

Signaling zu einer verdanderten Zytokinproduktion in RASF fiihrt.

Eine weitere Hypothese wire, dass die beobachteten Effekte der GHS-R-Liganden durch
eine Dimerisierung des GHS-R hervorgerufen werden. Es ist bekannt, dass der GHS-R
mit verschiedenen Rezeptoren Oligomere bilden kann. Dazu gehdren z.B. die
Dopaminrezeptoren DI-R und D2-R, der Serotoninrezeptor 5-HTzc oder der
Melanocortin-3-Rezeptor (Kern et al., 2012; Schellekens et al., 2013; Vucetic and Reyes,
2010). Dabei kann sich die Rezeptorfunktion und das intrazelluldre Signaling édndern, je
nachdem, mit welchem Rezeptor der GHS-R oligomerisiert. Die komplexen Signalwege,
welche durch GHS-R-Dimere vermittelt werden, sollten in weiteren Studien
aufgeschliisselt werden. Durch das spezifische Targeting eines Signalweges konnen so
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen in potenziellen Pharmaka reduziert werden,

welche GHS-R-Liganden als Wirkstoff nutzen. (Wellman and Abizaid, 2015).

Die Desensibilisierung von GPCR ist ein weiteres bekanntes Phdnomen, welches zur
Erklarung dieser Ergebnisse in Betracht gezogen werden sollte. Die dauerhafte
Aktivierung eines Rezeptors durch einen entsprechenden Liganden kann zu einer
Modulation der Rezeptorantwort oder auch zu einer Desensibilisierung des Rezeptors
fiihren. Dadurch kann die vermittelte Rezeptorwirkung differieren. Dies ist hiufig in
GPCR zu beobachten, wozu der GHS-R ebenfalls gehort (Gainetdinov et al., 2004;
Hausdorff et al., 1990). Bekannte Mechanismen, welche zu einer verminderten
Rezeptorantwort fiihren, sind z.B. die Phosphorylierung des GPCR durch second-
messenger-Kinasen oder die Internalisierung von GPCR von der Zelloberflache (B6hm
et al., 1997). Es wire somit denkbar, dass die dauerhafte Stimulation des GHS-R durch
den Agonisten MKO0677 nicht zu einer agonistischen, sondern durch die
Rezeptordesensibilisierung zu einer funktionell antagonistischen Wirkung gefiihrt hat.
Modulationen des Versuchsaufbau, die untersucht werden sollten, betreffen deshalb die
Konzentration und Inkubationsdauer der verwendeten Liganden. In zukiinftigen
Kontrollversuchen sollten zudem GHS-R-knock-outs untersucht werden, da so tatsdchlich
alle Effekte des GHS-R ausgeschaltet werden. Als Methoden konnen dabei siRNA oder
CRISPR genutzt werden.
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4.4 GHS-R als therapeutische Zielstruktur: Systemische Wirkung von
Ghrelin und GHS-R-Liganden

Die antiinflammatorische Wirkung von Ghrelin konnte bereits in vielen Versuchen
nachgewiesen werden. Diese Wirkung wird unter anderem durch den inhibitorischen
Effekt von Ghrelin auf die Produktion von proinflammatorischen Signalen in T-Zellen,
Monozyten und Endothelzellen vermittelt (Gonzalez-Rey et al., 2006; Granado et al.,
2005; Li et al., 2004). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass T-Zellen selbst Ghrelin
produzieren. Dabei bewirkt acyliertes Ghrelin in T-Zellen eine verminderte Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IFN-y und IL-2 (Dixit et al., 2009).
Besonders interessant ist dabei auch der Effekt, den Ghrelin auf altersassoziierte
inflammatorische Erkrankungen hat. Es konnte gezeigt werden, dass die Ghrelin-
Produktion durch T-Zellen im Alter abnimmt, insbesondere auch im Thymus. Dieser
Effekt konnte in alternden Mausen demonstriert werden, wobei Ghrelin-knock-out-Mause
eine schnellere Thymusinvolution zeigten, die Gabe von Ghrelin jedoch die Thymopoese
forderte (Dixit et al., 2007). Somit stellt das ghrelinerge System einen interessanten
Angriffspunkt fiir altersassoziierte inflammatorische Erkrankungen dar, insbesondere
auch bei solchen Erkrankungen, in denen eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion Teil der

Pathogenese darstellt. Zu diesen Erkrankungen zéhlt auch die RA.

MKO0677 wird auch als ,,Ghrelin-Mimetic* bezeichnet, da es die Ausschiittung von GH
sowie IGF-1 erhoht (Campbell et al., 2018; Chapman et al., 1996; Nass et al., 2008). Die
agonistische Wirkung bezieht sich vor allem auf die GH-Ausschiittung. So konnte gezeigt
werden, dass durch die orale Aufnahme von MK0677 die pulsatile Ausschiittung von GH
erhoht wird. Dieser Effekt scheint durch eine synergistische Wirkung mit Groth Hormone
Releasing Hormone (GHRH) vermittelt zu sein, sodass MKO0677 als funktioneller
Antagonist von Somatostatin wirkt (Smith et al., 1996). Es wire denkbar, dass eine
antiinflammatorische Wirkung von Ghrelin durch die Beeinflussung der GH-Sekretion
vermittelt sein konnte. Es hat sich gezeigt, dass verschiedene Immunzellen, wie z.B. B-
Zellen, Monozyten sowie zum kleineren Teil auch T-Zellen den Growth Hormone
Rezeptor (GHR) exprimieren (Badolato et al., 1994; Bresson et al., 1999; Hattori et al.,
2001; Rapaport et al., 1995). Es gibt bereits verschiedene Experimente, die einen
moglichen Zusammenhang zwischen GH und immunologischen Prozessen zeigen. GH
beeinflusst unter anderem die B-Zell-Antwort und moduliert die Aktivitit von

Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie Makrophagen (Bidlingmaier et al., 1997; Lu
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et al., 2010; Soler Palacios et al., 2020). Verschiedene Autoimmunerkrankungen, z.B. der
Diabetes mellitus Typ I, werden durch eine Aktivierung von antiinflammatorisch
wirkenden Makrophagen, regulatorischen T-Zellen und eine Beeinflussung des
Zytokinmilieus positiv von GH beeinflusst (Villares et al., 2013). In Mausmodellen mit
Kollagen-induzierter Arthritis (CIA) zeigte GH einen positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf (Villares et al., 2018). Die CIA ist ein etabliertes Verfahren zur
Erforschung der RA in Mausmodellen. Weitere Versuche konnten demnach den Einfluss
von GHS-R-Antagonisten bzw. -Agonisten systemisch untersuchen, insbesondere in
Hinblick auf eine verdnderte GH-Sekretion und eine ggf. damit korrelierende

antiinflammatorische Wirkung bei RA-PatientInnen.

Ein héufig untersuchtes Krankheitsbild, welches die antiinflammatorische Wirkung von
Ghrelin unterstreicht, ist die Sepsis, eine {iiberschieBende, inflammatorische
Systemreaktion auf eine Infektion. In einer o.g. Studie konnten Forscher nachweisen, dass
durch Gabe von Ghrelin die Produktion von IL-6 und TNF-a in septischen Méusen
signifikant gesenkt werden konnte (Wu et al., 2007). Dieser Effekt scheint u.a. auf eine
Vagusaktivierung zuriickzufiihren sein, da die Downregulation der Zytokinproduktion
nicht in Mausen nachgewiesen konnte, bei denen zuvor eine Vagotomie durchgefiihrt
wurde. Somit wire es ebenfalls interessant zu sehen, ob eine vagusvermittelte
antiinflammatorische Wirkung von Ghrelin auch Einfluss auf die Zytokinproduktion von
RA-Patientlnnen hitte. Dazu konnte man die systemische Wirkung von Ghrelin auf die
Zytokinproduktion in Mdusen mit induzierter Arthritis testen und untersuchen, ob ein

beobachtbarer Effekt durch eine Vagotomie ebenfalls ausgeschaltet werden kann.

Granado et al. haben die Wirkung von Ghrelin in arthritischen Méusen untersucht. Dazu
haben sie mittels eines Freudschen Adjuvanz in Versuchstieren eine Arthritis induziert
und anschlieBend Growth-hormone-releasing-peptide-2 (GHRP-2), ein Ghrelin-
Analogon, systemisch verabreicht (Granado et al., 2005). Des Weiteren wurde die
Wirkung von GHRP-2 und Ghrelin auch in vitro auf peritoneale Makrophagen getestet,
um die direkte Wirkung von Ghrelin bzw. seinem Analogon auf Immunzellen zu testen.
GHRP-2 fiihrte bei den arthritischen Méusen zu einer Zunahme des Korpergewichts im
Gegensatz zu den Kontrolltieren. Es zeigte sich zudem, dass die Versuchstiere durch die
Gabe von GHRP-2 einen verbesserten Arthritis-Score und ein geringeres Pfotenvolumen
(paw edema) hatten, was flir eine antiinflammtorische Wirkung von GHRP-2 spricht. /n

vitro konnte nachgewiesen werden, dass GHRP-2 und Ghrelin die LPS-induzierte
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Ausschiittung von IL-6 in peritonealen Makrophagen verringern konnte. Daraus lésst sich
schlieen, dass der beschriebene antiinflammatorische Effekt durch eine direkte Wirkung
von Ghrelin bzw. seinem Analogon auf Immunzellen ausgelost werden konnte. Dies steht
im Einklang mit der Erkenntnis, dass der GHS-R u.a. von T-Zellen, B-Zellen und
Neutrophilen exprimiert wird (Dixit et al., 2004; Hattori et al., 2001).

4.5 Limitationen

Bei den untersuchten Fibroblasten handelte es sich um Zellen von RA-PatientInnen in
einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium, die eine elektive Kniegelenkspunktion
erhalten haben. Signalwege, welche vor allem zu Beginn der Erkrankung aktiver sind,
konnten dadurch unberiicksichtigt bleiben. Fiir weitere Versuche wire es deswegen
interessant zu sehen, wie Ghrelin die Zytokinproduktion von Fibroblasten in fritheren
Erkrankungsstadien der RA beeinflusst. Daraus kénnte man ableiten, ob eine Modulation

des Ghrelinsystems zu Beginn einer RA-Erkrankung ein moglicher Therapieansatz wire.

Wie bei allen Versuchen in vitro ist zu beachten, dass sich die Ergebnisse nicht ohne
weiteres auf Bedingungen in vivo iibertragen lassen. Andere Faktoren, die die GHS-R-
Expression oder die Zytokinproduktion der Fibroblasten beeintrichtigen konnten, werden
dabei auBer Acht gelassen. Insbesondere ist hierbei die Wirkung von Hormonen zu
nennen, welche systemisch ausgeschiittet werden und die Zytokinproduktion sowie die
GHS-R-Expression der RASF beeinflussen konnte. So zeigte sich z.B., dass -Estradiol
und Triiodthyronin das Level an GHS-R-mRNA erhoht, Hydrocortison hingegen die
Transkription reduziert (Kaji et al., 2001; Petersenn et al., 2001).

In diesen Versuchsreihen wurde die Wirkung von Agonisten und Antagonisten des GHS-
R auf die Zytokinproduktion in Monokulturen mit RASF untersucht. Dieses Vorgehen
unterscheidet sich von anderen Versuchen, bei denen die antiinflammatorische Wirkung
von Ghrelin systemisch bzw. in Zellkulturen mit Immunzellen nachgewiesen werden
konnte. Es wire demnach interessant zu sehen, wie sich die untersuchten Substanzen auf
andere Zelltypen auswirken. Insbesondere wire dabei die Beobachtung von
Immunzellen, z.B. in Form von PBMC von RA-Patientlnnen, interessant, um eine

genauere Wirkung auf immunologische Prozesse zu untersuchen.
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4.6 Ghrelin als potenzieller Wirkstoff in der Behandlung von RA

Die RA ist mit vielen Ko-Morbidititen assoziiert. Im Folgenden wird Ghrelin als
potenzieller Wirkstoff in Bezug auf die Behandlung von einer RA-assoziierten Kachexie,
dem erhohten kardiovaskuldren Risiko sowie der erh6hten Inzidenz an Depression in RA-
Patienten nidher beleuchtet. Dabei handelt es sich um Ko-Morbiditédten, welche fir die
betroffenen Patientlnnen oft eine hohe Krankheitsbiirde bedeuten und insbesondere im
Fall des erhohten kardiovaskuldren Risikos zu einer erhohten Mortalitdt im Vergleich zur
restlichen Bevolkerung flihren (Avina-Zubieta et al., 2012; Joyce et al, 2009;
Myllykangas-Luosujarvi et al., 1995).

4.6.1 Behandlung krankheitsassoziierter Kachexie

Als orexigen wirkendes Verdauungshormon konnte Ghrelin einen positiven Einfluss auf
eine krankheitsbedingte Kachexie haben. Otero et al. Konnten zeigen, dass PatientInnen
mit RA einen signifikant erniedrigten Ghrelin-Serumspiegel haben (Otero et al., 2004).
Chronisch inflammatorische Erkrankungen wie die RA kdnnen durch den erhéhten
Stoffwechsel eine Kachexie mitbedingen. Patientlnnen mit RA haben aufgrund des
krankheitsbedingten = Hypermetabolismus einen erhohten = Ruheumsatz — und
durchschnittlich eine niedrigere Body Cell Mass (BCM) (Arshad et al., 2007; Roubenoff
et al., 1994). Der Abbau an BCM wird durch die krankheitsbedingte verminderte
korperliche Aktivitdt verstirkt. Die durch die RA bedingte Kachexie ist zudem mit einem
erhohten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen verbunden (Elkan et al., 2009). Das
Auftreten der RA-assoziierten Kachexie korreliert mit der Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF- o und IL-1B (Roubenoft et al., 1994; Targonska-
Stepniak and Majdan, 2011). Zudem verstirkt die Suppression der GH/ insulin-like
growth factor (IGF)-Hormonachse den Abbau an Muskelzellen. (Morley et al., 2006). An
diesem Punkt wére eine Therapie der RA mittels Beeinflussung des Ghrelin-Systems
interessant, da man neben der antiinflammatorischen Wirkung von Ghrelin sich zudem
zu Nutze machen konnte, dass es als orexigen wirkendes Verdauungshormon auch die
GH-Sekretion fordert und somit dem Muskelabbau bei langer Krankheitsaktivitét

entgegenwirken konnte.

MKO0677 wurde bereits in Bezug auf seine Wirkung auf die GH-Sekretion sowie den
Erhalt von Muskelmasse in gesunden élteren ProbandInnen getestet. Es zeigte sich, dass

die Einnahme des Ghrelin-Agonisten MK0677 iiber den beobachteten Zeitraum zu einer
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erhohten pulsatilen Ausschiittung von GH fiihrt. Zudem hatten die ProbandInnen eine
signifikant erhohte Muskelmasse (Nass et al., 2008). Dieser Effekt konnte sich positiv auf
den Krankheitsverlauf der RA und die mit der Erkrankung assoziierten Kachexie
auswirken und als supportives therapeutisches Ziel neben der Immunregulation durch

Ghrelin wirken.

Auch in anderen Tiermodellen, welche krankheitsinduzierte Kachexie untersuchten,
konnte eine positive Wirkung von Ghrelin auf die Erhaltung und Zunahme von
Muskelmasse sowie auch eine verringerte krankheitsbedingte Zytokinproduktion

festgestellt werden (DeBoer et al., 2008; Hanada et al., 2003).
4.6.2 Kardioprotektive Wirkung

PatientInnen mit RA haben im Vergleich zur restlichen Population ein deutlich erhéhtes
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen wie Atherosklerose, chronische
Herzinsuffizienz sowie Myokardinfarkte und damit verbunden eine erhdhte Morbiditét
und Mortalitit (Maradit-Kremers et al., 2005a; Mutru et al., 1989; Nicola et al., 2005).
Eine bestehende Hypothese fiir dieses Phdnomen sind die erhdhten Serumspiegel an
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-a, welche bei RA-Patientlnnen

nachweisbar sind (Koukkunen et al., 2001; Vasan et al., 2003).

Ghrelin zeigte in verschiedenen Versuchen eine kardioprotektive Wirkung. Nagaya et. al
konnten in einer nicht verblindeten Studie zeigen, dass eine regelmédfige Gabe von
Ghrelin bei PatientInnen mit einer chronischen Herzinsuffizienz zu einer verbesserten
linksventrikuldren Pumpfunktion und somit besserer Leistungsfahigkeit fiihrten.
Gleichzeitig zeigten die Probanden/innen einen geringeren Gewichtsverlust zur
Kontrollgruppe (Nagaya et al., 2004). Dabei ist die Kachexie, welche mit einer
chronischen  Herzinsuffizienz  assoziiert  ist, ein  starker  unabhéngiger
Mortalitétsrisikofaktor (Anker et al., 1997). RA-PatientInnen kdnnten bei einer Therapie
mit Ghrelin zusitzlich von dessen kardioprotektiven Wirkung profitieren. Ob das
kardiovaskuldre Risiko von RA-Patientlnnen tatsdchlich durch die Gabe von Ghrelin

gesenkt werden kann, sollte Bestandteil zukiinftiger Forschung sein.
4.6.3 Antidepressive Wirkung

Depression ist eine weitere Komorbiditdt, welche mit der RA assoziiert ist. Die genauen
Angaben zur Privalenz schwanken dabei einerseits aufgrund statistischer Probleme, da

Symptome der RA wie Fatigue oder Gewichtsverlust als Confounder einer Depression
56


Mobile User


vorliegen konnen, andererseits auch, da international verschiedene Scores zur Diagnose
einer depressiven Erkrankung vorliegen. Eine systemische Metaanalyse aus dem Jahr
2013 zeigte dabei eine geschitzte Pravalenz von 16,8% aller RA-PatientInnen, die nach
den Diagnostikkriterien der Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(DSM) an einer schweren Depression leiden (Matcham et al., 2013). Dabei fiihrt die
Depression als Komorbiditdit der RA zu signifikant erhohten jdhrlichen

Behandlungskosten (Joyce et al., 2009).

Der GHS-R wird von verschiedenen Zellen des ZNS exprimiert. Neben den
Hirnregionen, welche an der Ausschiittung von GH beteiligt sind, wie z.B. der
Hypophysenvorderlappen (HVL), exprimieren auch zahlreiche weitere Hirnregionen den
GHS-R. Dazu gehoren z.B. verschiedene hypothalamische Kerngebiete, periventrikuldre
Hirnregionen, der Hippocampus und Thalamus (Guan et al., 1997). Dies legt nahe, dass
Ghrelin zentral nicht allein die GH-Sekretion stimuliert, sondern auch andere Effekte auf

zentrale Regulationsmechanismen hat.

Tierversuche haben gezeigt, dass chronischer Stress bei Maidusen zu erhohten
Ghrelinserumspiegel flihrt (Kristenssson et al., 2006; Ochi et al., 2008). Auch bei
Menschen, welche an Depression erkrankt sind, konnten erhdhte Ghrelinserumspiegel
festgestellt werden (Ozsoy et al., 2014). Eine Erkldrung fiir dieses Phanomen wiére, dass
Ghrelin antidepressive bzw. anxiolytische Wirkungen haben konnte, welche den
Symptomen einer Depression bzw. chronischen Stress entgegenwirken konnte. Eines
dieser Symptome ist z.B. die Appetitlosigkeit und damit verbunden eine verminderte
Nahrungsaufnahme, welche Ghrelin als orexigenes Hormon entgegenwirken konnte.
Tatsachlich haben einige Studien diese antidepressive und anxiolytische Wirkung von
Ghrelin in Miusen gezeigt (Kanehisa et al., 2006; Lutter et al., 2008). Insgesamt ist die
Studienlage zu der antidepressiven Wirkung von Ghrelin jedoch noch gering, sie stellt

aber ein interessantes Feld fiir weitere Untersuchungen dar.

4.7 Ausblick

Die genaue Wirkungsweise von Ghrelin auf die Zytokinproduktion von Fibroblasten von
RA-PatientInnen ist noch nicht bekannt. In dieser Arbeit zeigte sich, dass die getesteten
Agonisten bzw. Antagonisten des GHS-R die Zytokinproduktion nach Stimulation mit
proinflammatorischen Signalen beeinflusst. Allerdings zeigten sich dabei zundchst

widerspriichlich erscheinende Ergebnisse, da sich die Wirkung der getesteten Agonisten
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und Antagonisten auf die Zytokinproduktion nicht unterschied. Erkldrung hierflir wére
die Aktivierung von alternativen Signalwegen, welche durch den GHS-R vermittelt
werden. Die genauen zelluliren Mechanismen des GHS-R und insbesondere seine
Wirkung auf die Zytokinproduktion sollten somit Gegenstand zukiinftiger Forschung

sein.

Neben seiner Wirkung auf immunologische Prozesse zeigt Ghrelin in zahlreichen
weiteren Studien zudem Effekte, welche sich positiv auf den Krankheitsverlauf einer RA
auswirken konnen. Dazu zdhlen z.B. die orexigene, kardioprotektive sowie antidepressive
und anxiolytische Wirkung. Das Ghrelin-System stellt eine Schnittstelle zwischen
neuroendokrinen Regulationsmechanismen des Metabolismus und immunologischen
Prozessen im menschlichen Korper dar. Insgesamt ist es als interessantes Target fiir die

Entwicklung medikamentdser Therapieansétze der RA zu werten.
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