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1 Einleitung

1.1 Glukokortikoide
1.1.1 Geschichte der Glukokortikoide

Die Nebennieren wurden im Verlauf der Geschichte der Medizin erst relativ spat
entdeckt. In den Anatomieatlanten von Andreas Vesalius (1514-1564) sind sie
nicht abgebildet. Die Erstbeschreibung wird dem Anatomen Bartholomaus
Eustachius (etwa 1520-1574) zugeschrieben. Die Unterscheidung zwischen
Nebennierenrinde und -mark wurde in den Jahren 1862 bis 1864 von dem
Wirzburger Anatom Albert von Koellicker (1817-1905) beschrieben. Schon
damals nahm Koellicker eine unterschiedliche Funktion beider Nebennierenanteile
an. In der von Thomas Addison (1793 bis 1860) geschriebenen Monographie,
welche 1855 erschien, beschrieb er das Bild der heute bekannten
Nebenniereninsuffizienz. Die Funktion der Nebenniere blieb aber weiterhin unklar.
Ende des 19. Jahrhunderts beschrieb der franzdsische Physiologe Charles-
Edouard Brown-Séquard (1817-1864), dass die Extirpation der Nebenniere den

baldigen Tod der Tiere hervorrief.

Dem Kanadier William Osler (1879-1919) gelang es mit Glycerin
Nebennierenextrakte aus Schweinen zu gewinnen und somit ein potentielles
Heilmittel zu erhalten. 1897 deckte John Jakob Abel (1857-1938) die chemische
Struktur des Nebennierenmarkhormons ,Epinephrin® (Adrenalin) auf, dessen
Mangel lange Zeit falschlicher Weise als Ursache fur den Morbus Addison
angenommen wurde. Arthus Biedel (1869-1933) gelang der Beweis, dass nur die
Niebennierenrinde lebensnotwendig ist, nicht aber das Nebennierenmark. Ebenso
zeigte er, dass nicht das Adrenalin, sondern ein lebenswichtiges anderes

»,Hormon® in der Nebennierenrinde zu suchen ist (Kuhl, 2001).

Die ersten erfolgreichen verbesserten Nebennierenrindenextrakte kamen 1927
aus verschiedenen Labors. Insbesondere das von der Arbeitsgruppe um Frank A.
Hartmann (1883-1971) an der Universitat Buffalo entwickelte ,Kortin“ war
weitgehend frei von Adrenalin (Hartmann und Brownell, 1930). Die Applikation von
,Kortin“ bei nebennierenlosen Tieren verlangerte die Lebensdauer deutlich. Das

Interesse der Pharmaindustrie an einem endokrinologischen Wirkstoff wurde



immer groler. Unterschiedlichste Laboratorien und Einrichtungen weltweit
forschten nach den verschiedenen Botenstoffen der Nebennierenrinde. Unter
anderem Edward C. Kendall (1886-1972) als Leiter des biochemischen Labors der
Mayo-Klinik bei Chicago, Tadeusz Reichstein (1897 bis 1996) und Kollegen in
Zurich sowie Wintersteiner und Mitarbeiter an der Columbia-Universitat bemuhten
sich um die Isolierung der Nebennierenrindenhormone (Kendall, 1950). Die
Arbeitsgruppe um Reichstein konnte 1936 zeigen, dass die gesuchten Substanzen
zur Gruppe der Steroide gehodrten. Es wurden bis 1946 nicht weniger als 29
verschiedene Steroide aus der Nebennierenrinde isoliert (Kuhl, 2001). Die spater
Kortison genannte Substanz wurde gleich dreimal isoliert, u.a. ,als ,compound F*
von Wintersteiner, als ,Substanz Fa“ durch Reichstein und als ,compound E“ von
der Arbeitsgruppe Kendall. Das spatere Kortison oder Hydrokortison wurde
1937/38 von Reichstein hergestellt” (Kuhl, 2001). Dem Mediziner Hans Selye
(1907-1982) gelang es, eine Unterteilung der Nebennierenrindenhormone in
,Mineralokortikosteroide” und ,Glukokortikosteroide® vorzunehmen. Des weiteren
fuhrt Selye den Begriff ,Stress” in die Medizin ein und mit diesem verbunden die

~,Hypophysen-Nebennieren-Achse”.

Schon in den 30er Jahren wurden Therapieversuche mit Extrakten aus der
Nebennierenrinde durchgefihrt. Kliniker wie der Leiter der rheumatologischen
Abteilung der Mayo-Klinik Philipp Showalter Hench (1896-1965) beobachteten
eine Verbesserung der arthritischen Beschwerden u.a. bei zusatzlicher
Erkrankung wie Hepatitis oder bei Estrogentherapie und Schwangerschaft. Im
September des Jahres 1948 zeigte sich nach einwochiger Behandlung einer
Patientin mit ,compound E* eine deutliche Besserung der arthritischen
Beschwerden (Hench et al., 1949). Die besser absorbierbare acetylierte Form des
~compound E“ stand ab Januar 1949 zur Verfligung. Am 13. April 1949 trat die
Mayoklinik an die Offentlichkeit. Mit Begeisterung wurde die neue ,Wunderdroge*
aufgenommen. Schon im Dezember 1950 erhielten die wesentlichen
Protagonisten Edward Kendall, Phillip Hench und Tadeusz Reichstein, den
Nobelpreis fur Medizin und Physiologie (Kuhl, 2001). Die Firma Schering
entwickelte 1955 das Prednisolon mit 4fach starkerer Wirkung als Kortisol und
deutlich geringerer mineralokortikoider Wirkung. Es folgten viele weitere

verwandte Praparate, wie sie heute zur Anwendung kommen.



1.1.2 Wirkungen und Nebenwirkungen der Glukokortikoide

Glukokortikoide sind potente antiphlogistisch wirksame Substanzen, die in eine
Reihe von physiologischen Prozessen involviert sind (Eggert et al., 2001). Sie
wirken unter anderem steigernd auf die Glukoneogenese ( Nebenwirkung (NW):
Steroiddiabetes), Kaliumexkretion (NW: Muskelkrampfe, Alkalose), Natrium- und
Wasserretention (NW: Odeme, Hypertonie), Kalziumausscheidung (NW:
Osteoporose) oder Appetit (NW: Gewichtszunahme). Es erfolgt eine Hemmung
der Proteinbiosynthese (NW: Muskel- und Hautatrophie, Wundheilungsstorung),
Fettabbau und Umverteilung (NW: Stammfettsucht, Vollmondgesicht), verminderte
Kalziumresorption (NW: Osteoporose), Immunsuppression (NW:
Infektionsanfalligkeit), hamatologische Veranderungen (NW: Thrombozytose,
Erythrozytose bei Reduktion der Lympho- und Monozyten, Thromboseneigung,
Granulozytose). Auch zeigen sich psychische Veranderungen. Kortisol kann
sowohl Euphorie als auch Depression oder Psychose hervorrufen. Des weiteren
erhoht eine kombinierte Gabe von Glukokortikoiden in Kombination mit
Antiphlogistika die Rate der Magen- und Darmulcera. An den Augen sind Katarakt
oder Glaukom magliche Nebenwirkungen des Kortisols (aus Bitsch, Klinikleitfaden

Rheumatologie).

Die wichtigste therapeutische Wirkung ist der entzindungshemmende Effekt.

(Schmidt, Checkliste Rheumatologie).

1.1.3 Glukokortikoide bei rheumatoider Arthritis

Glukokortikoide werden in der Nebennierenrinde gebildet. Ihre Sekretion wird Uber
die sogenannte Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse (Hypothalamus-
Pituitary-Adrenal-axis = HPA-Achse) gesteuert. Pro-inflammatorische Zytokine wie
Interleukin 1 (IL-1) stimulieren im Hypothalamus die Ausschittung von
,corticotropin-Releasing-Hormon*“ (CRH) durch CRH-sezernierende Neuronen,
was zu einem Anstieg der ACTH-Exkretion in der Hypophyse fuhrt. ACTH bewirkt
eine Ausschuttung von Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde und somit
einen Anstieg der Glukokortikoidkonzentration im Blut (Besedowsky et al., 1986).

Diese Interaktion zwischen der neuroendokrinen Achse und dem Immunsystem
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konnte neben IL-1 auch fur IL-2, IL-3, IL-6, Prostaglandin F2 und TNF-a gezeigt
werden (Sternberg und Wilder, 1993). Tierexperimentell fanden sich Hinweise fur
eine pathogenetische Relevanz dieser Interaktion. Es ist anscheinend genetisch
terminiert, in welchem Ausmal} die Achse Hypothalamus-Hypophyse-
Nebennierenrinde aktiviert wird. Klinische Studien der HPA-Achsen Funktion bei
rheumatischen Autoimmunerkrankungen zeigten einen reduzierten Kortisolanstieg
wahrend chirurgischer Stref3situation bei Patienten mit RA verglichen mit
Patienten mit chronischer Osteomyelitis (Chikanza et al., 1992). Stimulationstests
mit CRH bei Patienten mit RA ergaben einen deutlich hoheren Anstieg der ACTH-
Blutkonzentration und geringeren Anstieg der Kortisolkonzentration im Blut
verglichen mit Gesunden, was eine relative Insuffizienz der Nebennierenrinde als
Ursache haben konnte (Gudbjornsson et al., 1996). Die Aktivitat der HPA-Achse
steht mit der immunologischen Aktivitat der Erkrankung in Verbindung. Es wurde
bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eine signifikante Korrelation zwischen
Kortisolspiegeln und entzindlicher bzw. immunologischer Aktivitat gemessen,
wobei BSG, CRP, IL-6, IL-1 und TNF-a mit dem Kortisolspiegel korrelierten
(Neeck et al., 1990; Boss et al., 2000). Patienten mit einer hohen
Entzindungsaktivitat hatten eine mehr als zweimal hohere Kortisolausschuttung
uber 24 Stunden als Patienten mit niedriger Aktivitat. Allerdings scheint der
Zusammenhang von Entziindungsaktivitat und Anstieg der Kortisolausschuttung
bei seropositiver RA schwacher zu sein als bei seronegativer RA (Peters et al,
1999). Es bleibt bis dato unklar wie weit oder an welchem Punkt die HPA-Achse
bei Patienten mit rheumatoider Arthritis gestort ist. Man findet einen Anstieg des
ACTH und Kortisols ausgelost durch Zytokine, aber es scheint, dass dieser

Anstieg inadaquat zu niedrig ist.

1.2 Rheumatoide Arthritis (RA)
1.2.1 Definition der rheumatoiden Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Systemerkrankung des mesodermalen
Bindegewebes, die hauptsachlich die Gelenke befallt. Die Kombination von
Pannusbildung, Entziindung, Weichteil-, Knorpel- und Knochendestruktion kann

zu bleibenden, auch schwerwiegenden Gelenkzerstérungen flihren. Auch innere
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Organe kdnnen mit beteiligt sein (Schmidt, Checkliste Rheumatologie).

1.2.2 Epidemiologie der rheumatoiden Arthritis

Die RA ist in Mitteleuropa mit ca. 1% Pravalenz die haufigste entziindlich
rheumatische Erkrankung. Frauen erkranken 3 mal haufiger als Manner. Das
Hauptmanifestationsalter liegt zwischen dem 25. und 50. Lebensjahr, jedoch ist
eine Erkrankung in jedem Alter moglich (Schmidt, Checkliste Rheumatologie;

Hettenkofer, Rheumatologie).

1.2.3 Atiologie und Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

Die Atiologie der rheumatoiden Arthritis ist bis heute unklar. Es existieren lediglich
Hypothesen. Manche Untersuchungen sprechen fur eine fehlgesteuerte oder
unzureichende Immunantwort des Korpers auf einen Kontakt mit einem Antigen
(Bitsch, Klinikleittaden Rheumatologie; Hettenkofer, Rheumatologie; Schmidt,
Checkliste Rheumatologie) Als eventuelles Antigen sind Viren (Epstein-Barr) oder
Bakterien im Gesprach. Neben der exogenen Antigen-Komponente fur die
Auspragung der rheumatoiden Arthritis spielt auch die genetische Disposition eine
Rolle. So findet man bei RA-Patienten gehauft das Antigen HLA-DR4. Der
gestorte Ablauf des Immunprozesses spiegelt sich humoral in der GbermaRigen
Bildung von Rheumafaktor (Antiglobulin) wider. Diese Immunglobuline, welche
sich gegen den Fc-Teil der IgG-Antikdrper richten, sind bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis unphysiologisch vermehrt (Hettenkofer, Rheumatologie;
Burmester, Taschenatlas der Immunologie). Hier wird die Autoimmunitat der
Erkrankung besonders deutlich. Allerdings sind auch rheumatoide Arthritiden ohne

Rheumafaktor bekannt, die sogenannten seronegativen rheumatoiden Arthritiden.

Autoimmunreaktionen sind durch das Auftreten autoreaktiver B-Zellen und
zytotoxischer T-Zellen gekennzeichnet. Eine entscheidende Bedeutung kommt
den T-Lymphozyten zu, welche von Makrophagen das phagozytierte Antigen
prasentiert bekommen. Im gesunden Zustand der Selbsttoleranz existieren zwar
auch autoreaktive Zellklone, ihnen wird jedoch keine Unterstitzung durch T-

Helferzellen gewahrt, so dass diese inaktiv bleiben. Momentan gibt es



unterschiedliche Ansatze, wie die pathogene Aktivierung der T-Helferzelle
ermdglicht werden kdnnte. So kann die Expression eines Autoantigens zusammen
mit einem HLA-Antigen auf Monozyten zu einer Aktivierung der T-Helferzellen
fuhren. Bakterielle autoantigenahnliche Antigene konnen in Konjugation mit einem
tolerierbarem Antigen T-Helferzellen aktivieren (molekulares Mimikry; Burmester,
Taschenatlas der Immunologie). Die lokale Entziindungsreaktion wird durch
proinflammatorische Zytokine (Interleukin 1, 2, 6 und TNF-a) von endogenen
Antigenen (Immunglobulin G, Spaltprodukte, Kollagene) unterhalten. Uber die
Aktivierung weiterer Zelltypen (Makrophagen, B- und T-Zellen, Synovialzellen)
werden Wachstumsfaktoren, Antikorper und Enzyme freigesetzt, woraus letztlich
die Synovialitis und Gelenkdestruktion resultiert (Bitsch, Klinikleitfaden
Rheumatologie). Den T-Lymphozyten kommt folglich dabei eine entscheidende

Bedeutung zu.

1.2.4 Symptomatik und Stadien der rheumatoiden Arthritis

Die rheumatoide Arthritis wird in folgende Stadien eingeteilt:

1.2.4.1 Prodromalstadium

Das Prodromalstadium, welches Tage bis Monate dem Krankheitsbeginn
vorausgehen kann und nicht immer fassbar ist, geht mit uncharakteristischen
Krankheitssymptomen einher. Ofter treten fliichtige Arthralgien, Myalgien, rasche
korperliche und geistige Ermudbarkeit oder Sehnenscheidenentziindungen auf
(Bitsch, Klinikleittaden Rheumatologie; Hettenkofer, Rheumatologie; Schmidt,
Checkliste Rheumatologie). Meist ist eine synovitische Gelenkschwellung das

Erstsymptom (Bitsch, Klinikleitfaden Rheumatologie).

1.2.4.2 Erstes Stadium

Das erste Stadium der rheumatoiden Arthritis ist durch langer anhaltende
synovitische Schwellungen v.a. symmetrisch im Bereich der Carpi, Fingergrund-
und Mittelgelenke sowie durch eine Morgensteifigkeit uber 30 Minuten gekenn-
zeichnet. Es zeigt sich ein positives Gaenslen-Zeichen und ein positiver volarer
Beugeschmerz der Handgelenke. Vorfulischmerzen im Bereich der
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Zehengrundgelenke sind ebenfalls Frihzeichen der Erkrankung. Des weiteren ist
die Kraft in den Handen deutlich verringert (Bitsch, Klinikleitfaden Rheumatologie;
Hettenkofer, Rheumatologie; Schmidt, Checkliste Rheumatologie). Es finden sich
zu diesem Zeitpunkt noch keine radiologischen Veranderungen. Ein
monarthritischer Beginn kommt in ca. 20% der Falle vor (Schmidt, Checkliste
Rheumatologie). Die rheumatoide Arthritis kann alle Gelenke des Menschen
befallen. In schweren Fallen ist sogar ein polyartikularer Beginn mit Fieberschuben
maglich (Hettenkofer, Rheumatologie). Leitsymptome sind die synovitische
Gelenkschwellung mit Morgensteifigkeit, Kraftlosigkeit und wechselnd starken

Schmerzen (Bitsch, Klinikleittaden Rheumatologie).

1.2.4.3 Zweites Stadium

Im zweiten Stadium kommt es zu radiologisch sichtbaren Veranderungen im Sinne
vom Verlust der Grenzlammelle, gelenknahe Osteoporose sowie zunehmend
arthritische Direktzeichen im Sinne vom Knorpel- und Knochendestruktionen.
Diese konnen sich z.B. als Erosionen oder Usuren darstellen. Zudem kommt es
aufgrund der Inaktivitat bei Schmerzen zunehmend zu Muskelatrophien so im
Bereich der Mm. interossei der Hande. Gehauft kommt in diesem Stadium auch
die Beteiligung von Sehnenscheiden und Schleimbeuteln vor (Hettenkofer,

Rheumatologie).

1.2.4.4 Drittes Stadium

Dieses Stadium ist gekennzeichnet durch die sichtbaren Veranderungen der
Patienten im Sinne der klassischen Deformierungen der rheumatoiden Arthritis.
Radiologisch finden sich jetzt Luxationen und Subluxationen der zerstorten
Gelenke. Typische Deformitaten der Hand sind die ulnare Deviation, die
Knopfloch- und Schwanenhalsdeformitat sowie die 90°/90° Deformitat des
Daumens. Haufig entwickelt sich eine diffuse Osteoporose aufgrund der Inaktivitat.
Neben den Zerstorungen an den Gelenken kdnnen auch Banderschaden
auftreten. Gefurchtet ist hier eine Dislokation im Bereich des Atlas-Axis-Gelenks,

welche bei einer Luxation des Dens axis zur Kompression des Ruckenmarks



fuhren kann. In schweren Fallen einer mutilierenden rheumatoiden Arthritis
kénnen die Destruktionen an den Gelenken sehr rasch und ausgepragt verlaufen
und innerhalb kurzer Zeit zu starken Behinderungen fuhren (Hettenkofer,

Rheumatologie).

1.2.4.5 Viertes Stadium

Das vierte Stadium ist gekennzeichnet durch fibrése oder radiologisch sichtbare
knoécherne Ankylosen der einzelnen Gelenke, wodurch praktisch eine Invaliditat

des Patienten resultieren kann (Hettenkofer, Rheumatologie).

1.2.4.6 Extraartikuldre Manifestationen

Neben dem Befall der Gelenke kann die rheumatoide Arthritis selten auch andere
Organsysteme betreffen. 2-5 % aller RA-Patienten zeigen klinisch eine

extraartikulare Manifestation im Sinne einer Vaskulitis (Rheumatoide Vaskulitis).

An der Haut finden sich Rheumaknoten, bei einer Vaskulitis eventuell auch
Nekrosen. Am Nervensystem kann es zu Neuropathien, in seltenen Fallen auch zu
einer Mononeuritis multiplex kommen. Die Atemwegsorgane werden manchmal im
Sinne von Pleuritis oder interstitieller Lungenfibrose betroffen, und am Herzen
kénnen Peri-, Myo- und Endokarditis auftreten. An den Augen sind Episkleritis und
Skleritis mogliche extraartikulare Manifestationen. Beim Gastrointestinaltrakt sind
Ulcerationen und Colitis zu erwahnen. Als wichtige Begleitphanomene sind
oftmals ein Raynaud- und Sicca-Syndrom vorhanden. Bis zu 30 % aller RA-
Patienten entwickeln eine Xerophthalmie bzw. Xerostomie. Allein die entziindlich
rheumatische Grunderkrankung flhrt zur Osteoporose (Bitsch, Klinikleitfaden

Rheumatologie).

1.2.5 Diagnose der rheumatoiden Arthritis

Die Diagnose der rheumatoiden Arthritis stutzt sich auf die Diagnosekriterien der
American Rheumatism Association (ARA), publiziert im Jahre 1988 (Arnett et al.,
1988).



Es liegen folgende Kriterien zugrunde:

1.) Es besteht eine Morgensteifigkeit von mehr als einer Stunde fir den Zeitraum

von langer als 6 Wochen.

2.) Es findet sich eine Arthritis (Weichteilschwellung) in 3 oder mehr
Gelenkregionen, die von einem Arzt beobachtet werden und seit langer als 6
Wochen besteht.

3.) Es besteht eine Arthritis im Bereich der Hand- und Fingergelenke (Carpi,
Metacarpophalagealgelenke (MCP), proximale Interphalangealgelenke (PIP))

fur langer als 6 Wochen.
4.) Die Arthritiden sind symmetrisch fir langer als 6 Wochen.

5.) An der Haut finden sich subkutane Rheumaknoten an den Streckseiten der

Gelenke.
6.) Es findet sich laborchemisch ein positiver Rheumafaktor.

7.) Radiologisch zeigen sich Veranderungen der Gelenke im Sinne von

gelenknaher Osteoporose oder Erosionen.

Es mussen 4 der 7 Kriterien der Klassifikation erfullt sein, um eine rheumatoide
Arthritis zu diagnostizieren. Die Kriterien sichern die Verdachtsdiagnose der
rheumatoiden Arthritis mit einer Sensitivitat von 91-94% und einer Spezifitat von
89% (Bitsch, Klinikleitfaden Rheumatologie).

1.2.6 Therapie der rheumatoiden Arthritis

Die Therapie der RA ist fast immer eine kombinierte und komplexe, d. h. sie
schlief3t verschiedene Medikamente und Therapieverfahren ein. Die Therapie muf}
dynamisch sein, d. h. sich andernden Verhaltnissen anpassen (Schmidt,
Checkliste Rheumatologie). Zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis werden
verschiedene Praparate unter anderem nicht steroidale Antirheumatica (NSAR),
Cortison und Basistherapeutika verwendet. An erster Stelle stehen nach dem
klassischen Stufenschema die NSAR. Bei nicht ausreichender Therapie kommen
an zweiter Stelle Glukokortikoide zum Einsatz, welche mit ihrem antiphlogistischen

Effekt auch die Schmerzen deutlich lindern konnen, wodurch der NSAR-Verbrauch



reduziert werden kann. Da die Cortisonmonotherapie in den meisten Fallen nicht
unterhalb der Cushing-Schwelle zu dauerhafter Linderung fihrt, wird die
Glukokortikoidtherapie meist mit einer Basistherapie kombiniert. Hierdurch kann in
vielen Fallen eine Reduktion der Glukokortikodidosis auf Bereiche unterhalb der
Cushing-Schwelle erzielt werden. Als gangigste Basistherapeutika seien hier
Methotrexat, Leflunomid, Sulfasalazin oder Chloroquin erwahnt (Bitsch,
Klinikleittaden Rheumatologie). Eine weitere Moglichkeit der Therapie eroffnet der
Einsatz biologischer Immunmodulatoren, welche die Wirkung von TNF-a hemmen
konnen. Hier sind die zwei momentan zugelassenen Praparate Etanercept und
Infliximab zu nennen, welche bereits mit sehr guter Wirkung bei rheumatoider

Arthritis angewandt werden.

1.3 Hormonwirkungsmechanismen und Genregulation
1.3.1 Hormonelle Wirkungsmechanismen und Kernhormonrezeptoren

Um die spezifischen Funktionen der einzelnen Zellen im Gewebe gewahrleisten zu
konnen, ist eine Kommunikation der unterschiedlich differenzierten Zellen von
grolder Bedeutung. Hormone, von endokrinen Drusen gebildet, spielen dabei eine
grol3e Rolle. Von endokriner Ebene aus kdnnen Uber Signalkaskaden schliellich
Gene reguliert werden. Grundsatzlich lassen sich zwei Klassen von Hormonen,
hydrophile und lipophile, unterteilen. Beide unterscheiden sich in lhrer

Wirkungsweise.

Zur Klasse der hydrophilen Hormone gehdren Peptidhormone wie Insulin und
Aminosaurederivate wie Katecholamine. Beide kénnen aufgrund Ihrer hydrophilen
Struktur die Zellmembran nicht durchdringen. Ihre Wirkung wird tber
Transmembranrezeptoren vermittelt. Die Hormonbindung an einen solchen
Rezeptor fiihrt zur Auslésung einer Signalkaskade im Zytoplasma. Uber
sogenannte 2nd Messenger wie z. B. cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat),
cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat) oder Calziumionen gelangt die
Hormoninformation Uber weitere Kaskaden in den Zellkern. Im Kern wird das

Hormonsignal in Form einer Modulation der Genexpression umgesetzt.

Zu den lipophilen Hormonen zahlen die Steroidhormone (inklusive VitaminD3),
Retinsaureabkommlinge, Eicosanoide wie Prostaglandin und
10



Schilddrisenhormone wie Thyroxin. Steroidhormone besitzen das Grundgerust
des Gonans, einen aus 4 gesattigten Ringen bestehenden Kohlenwasserstoffs. An
diesem sind je nach Steroidhormon unterschiedlich lange Seitenketten am C17-
Atom verknupft. Aufgrund ihrer Lipophilitat durchdringen die Steroide die
Zellmembran und werden im Zytoplasma oder im Kern an spezifische Rezeptoren
gebunden (O'Malley and Tsai, 1992). Diese aktivierten Rezeptoren regulieren als
hormonabhangige Transskriptionsfaktoren die Aktivierung oder Hemmung ihrer
Zielgene (Renkawitz, 1990; Abe et al., 1997, Ackerblom und Mellon, 1991;
Baniahmad et al., 1992).

Kernhormonrezeptoren kommen nur in geringer Menge in Zielzellen vor (10° - 10*

Molekiile pro Zelle) und zeigen eine hohe Affinitat (Kp= 10 = 107'° M) und
Spezifitat fur ihren Liganden (Koolman und Réhn, Taschenatlas der Biochemie).
Die Kernhormonrezeptoren lassen sich aufgrund von Sequenzhomologien in 6
Proteindomanen (A-F) unterteilen (Green et al., 1986). Diesen DOméanen wird die
Funktion der DNA-Bindung, Transaktivierung, Dimerisierung, Ligandenbindung,
strukturelle Organisation und Kernlokalisierung zugeordnet. Die DNA-
Bindedomane dieser Rezeptoren besteht aus zwei Zinkfingern (Evans et al., 1988;
Luisi et al., 1991). Durch eine Zink-lon Bindung wird eine Proteinkonformation
stabilisiert, die dem Rezeptor die Bindung an DNA ermoglicht. Durch Dimerbildung
und Bindung an sogenannte ,Hormon-Response-Elements (HRE’s, GREs bei
Glukokortikoiden) in der DNA (Berg, 1989) kann der Rezeptor regulierend in die
Transkription seines Zielgens eingreifen (Yamamoto, 1985; Beato et al., 1995).
Die sequenzspezifische DNA-Bindung verschiedener Rezeptoren wird durch eine
Aminosauresequenz zwischen den beiden Zink-Fingern determiniert (Berg, 1989;
Klug und Schwabe, 1995). Aufgrund der Dimerisierungseigenschaften und dem
HRE-Aufbau lassen sich die Kernrezeptoren in 4 Klassen aufteilen (Evans, 1988;
Mangelsdorf et al., 1995).

Klasse I:

Rezeptoren, die als ligandeninduzierte Homodimere an DNA binden (Tsai et al.,

1988). Die DNA-Bindeelemente dieser Rezeptoren bestehen aus zwei, durch
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einige Basenpaare getrennte, pallindromische Erkennungstellen (Tsai et al., 1988;

Beato et al., 1995). Zu dieser Klasse gehoren die Rezeptoren der Steroidhormone.

Klasse ll:

Hormonrezeptoren, die neben Homodimeren auch Heterodimere mit dem
Retinsaurerezeptor bilden kénnen (Berrodin et al., 1992; Bugge et al., 1992). Als
Erkennungssequenzen zur DNA-Bindung werden von den Klasse |I-Rezeptoren
meist direkte Sequenzwiederholungen erkannt. Zu den auf diese Weise
wirksamen Hormonen zahlen Thyroidhormone, Retinoide, Vitamin D3 und die

Prostaglandine.

Klasse lll:

Rezeptoren mit unbekanntem Ligand, welche hauptsachlich als Homodimere an

direkte Sequenzbindungsstellen binden.

Klasse IV:

Rezeptoren mit unbekanntem Liganden, die als Monomere an die DNA binden.

1.3.2 Der Glukokortikoid-Rezeptor (GR)

Glukokortikoide wie Kortisol oder pharmazeutische Praparate wie Prednisolon
entfalten ihre Wirkung durch Bindung an den Glukokortikoid-Rezeptor (GR). Der
GR ist in nahezu allen Saugetiergeweben prasent und vermittelt die zellulare
Antwort auf endogen gebildete Glukokortikoide. Als hormoninduzierbarer
Kernrezeptor war er 1985 der erste Transkriptionsfaktor, der isoliert und
charakterisiert werden konnte (Hollenberg et al., 1985). Der GR besteht aus 777
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von etwa 94 Kilodalton (kD). Wie alle
Angehorige der Superfamilie der Kernhormonrezeptoren besitzt der GR
spezifische Domanen fur Hormonbindung, DNA-Bindung, Dimerisierung und

Transaktivierung von Zielgenen (Giguére et al., 1986, Hollenberg et al., 1987).

Die mit T1 und T2 bezeichneten Domanen haben autonome
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Transaktivierungsfunktion, welche eine Verstarkung der Transkription bewirken
kann (Hollerberg und Evans, 1988). Die DNA-Bindedomane (DBD) besteht aus
67 Aminosauren (Hollerberg und Evans, 1988). Das Bindemaoitiv ist die fur die
Kernrezeptoren charakteristische Zink-Finger-Struktur. Die Hormon- oder
Ligandenbindedomane (LBD) erstreckt sich Uber einen grof3en Teil des C-
terminalen Endes (Rusconi und Yamamoto, 1987; Pratt et al., 1988). Weiterhin
besitzt der GR zwei Kerntransportsignale im C-Terminus (,Nuclear-Localisation-

Signal®, NLS 1,2). Eine vereinfachte graphische Darstellung der GR-Struktur zeigt

Figur 1.
1 77 262 421 488 526 556 777
S R 0 W - BT

NLS 1 NLS 2

Figur 1 (Eggert et al.)

Der GR laft sich in folgende funktionelle Domanen unterteilen:

1. DNA-Bindedomane (DBD), wo der Rezeptor an die DNA bindet.

2. Die Liganden- oder Hormonbindedoméne (LBD), wo das Hormon an den GR bindet.
3. Die Doméanen t1 und 12 bewirken die Transaktivierung nach DNA-Bindung.

4. Die Kerntransportsignale (nuclear-localisation-signal) NLS 1 und NLS 2.

In Abwesenheit von Glukokortikoiden liegt der GR, mit verschiedenen
Hitzeschockproteinen (hsp) assoziiert, in einem inaktiven zytoplasmatischen
Komplex vor. Zu einem gewissen Teil findet man ihn jedoch auch im Kern (Czar et
al., 1994; Akner et al., 1995). Durch Bindung von Glukokortikoiden erfahrt der GR
eine Konformationsanderung mit der Folge der Dissoziation der
Hitzeschockproteine vom Rezeptor (Bohen und Yamamoto, 1993; Pratt, 1993).
Der GR dimerisiert nun zu einem Homodimer, welches in den Kern transloziert.

Das aktive Rezeptorhormondimer kann nun an GRE s (,Glucocorticoid Receptor
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Response Elements®) im Promoterbereich verschiedener Gene binden. Diese
DNA-Sequenzen sind meist in Pallindromen organisiert. (Beato et al., 1989; Beato,
1989). Durch Bindung an diese Sequenzen wirkt das Rezeptordimer als
Transkriptionsfaktor und kann somit in die Transkription des nachfolgenden
Strukturgens regulierend, aktivierend wie hemmend, eingreifen. Die Aktivierung
erfolgt Uber die Bindung an die beschriebenen GRE's, die Repression tber die
Bindung sogenannter negativer Bindungsstellen (h\GRE's) (Sakai et al., 1988).
Mehrere benachbarte GRE's fuhren zu einer kooperativen Bindung von
Rezeptordimeren und somit zu einer Steigerung der Transkriptionsrate
(Baniahmad et al., 1991). Einige bekannte GR-Interaktionsproteine sind NF-1
(Buetti und Kiihnel,1986; Cato et al., 1988), AP-1 (Beato et al., 1995) und NF-xB
(Ray und Prefontaine, 1994; Scheinmann et al., 1995). Die Interaktion v.a. von
NF-kB mit dem GR spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation inflammatorischer
Prozesse. Der aktivierte GR bindet dabei an DNA-gebundenes NF-kB und bewirkt
somit eine Hemmung bzw. Transrepression der pro-inflammatorischen
Geninduktion von NF-kB. Der beschriebene Ablauf der GR-Aktivierung mit

Transaktivierung und Transrepression ist in Figur 2 graphisch dargestellt.
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Figur 2 (Eggert et al.)

Glukokortikoide diffundieren duch die Zellmembran, binden an den mit
Hitzeschockproteinen gebundenen inaktiven GR. Es erfolgt die Abdissoziation der
Hitzeschockproteine und Freilegung des GR-Kerntransportsignals. Nach Dimerisierung
kann der GR an die GRE's der DNA binden und somit zu einer Transaktivierung anti-
inflammatorischer Gene fuhren (in A dargestellt). Der GR kann im Zellkern wie in B
dargestellt an NF-kB binden und so zu einer Transrepression der pro-inflammatorischen

Gene fihren.

1.3.3 NF-xB bei RA

NF-kappaB (NF-«xB) ist ein Transkriptionsfaktor, der bei Saugetieren an der
Regulierung der Immunantworten beteiligt ist (Eggert et al., 2001). Es ist ein
heterodimeres DNA-Bindeprotein, welches aus zwei Untereinheiten besteht, der
p50- und der p65 (Rel A)-Untereinheit. NF-xB wird durch extrazellulare Stimuli wie
das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin 1o (IL-1a.) oder den Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a) rasch aktiviert. Die Aktivierung von NF-«B flhrt zur Steigerung
des proinflammatorischen Zytokins IL-6 (Droogmans et al., 1992). Die Aktivierung
des NF-kB geschieht Uber eine phosphorylierungsabhangige Dissoziation der
inhibitorischen NF-kB Untereinheit kB vom p50 und Rel A-Komplex im
Zytoplasma und resultiert in einer Translokation des nun aktivierten p50/Rel A
Heterodimers in den Zellkern (Bauerle und Henkel, 1994; McKay und Cidlowski,
1999). In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass der GR physiologisch
mit NF-xB interagiert und dabei zu einer Inhibition der durch NF-«B gesteuerten
Transkription fuhrt (Ray und Prefontaine, 1994; McKay und Cidlowski, 1998; siehe
Figur 2) Des weiteren wurde eine direkte physische Interaktion zwischen dem GR
und NF-xB in Co-Immunprazipitationen aufgezeigt (Ray und Prefontaine, 1994;
Scheinmann et al., 1995; Caldenhoven et al., 1995). Die interagierenden
Regionen wurden auf DNA-Bindedomanen (DBD) und Liganden-Bindedoméanen
(LBD) zugeordnet (Caldenhoven et al., 1995). Genauere Analysen ergaben, dass
die Zinkfinger Domane des GR fur die Hemmung der durch NF-«xB modulierten
Genexpression notig ist (Scheinmann et al., 1995). Der molekulare Machanismus

der Inhibition, der durch NF-kB gesteigerten Transkription durch den GR scheint
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auf einer Interaktion des GR’s mit der fur die Transkription essentiellen RNA-

Polymerase Il zu beruhen (Nissen und Yamamoto, 2000).

Die proinflammatorische Wirkung des NF-kB spielt eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. Asahara et al., 1995 berichteten Uber
eine sehr hohe DNA-Bindungs-Affinitat von NF-kB in Kernextrakten, die aus
Synoviamaterial von RA-Patienten gewonnen und Uber einen ,electrophoretic
mobility shift assay (EMSA) untersucht wurden. Dies war die erste Studie, die uber
eine gesteigerte Expression des NF-«B bei RA berichtete. Die Promotorgene der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p und IL-6 wurden ebenso mit EMSA
untersucht und zeigten eine Induzierbarkeit durch NF-kB (Abe et al., 1997;
Miyazawa et al., 1998). Northernblot Analysen zeigten bei tierischen Modellen von
rheumatoider Arthritis, dass die durch NF-kB aktivierten pro-inflammatorischen
Zytokine und Faktoren wie IL-1, IL-6 oder TNF-a durch eine adenovirale
Uberexpression von kB blockiert werden konnten (Miagkov et al., 1998). Die
adenovirale Uberexpression von IkB in synovialen Makrophagen, Fibroblasten und
T-Lymphozyten bei Patienten mit rheumatoider Arthritis hatten einen ahnlichen
Effekt. Es zeigte sich eine starke Reduktion der IL-6 Produktion sowie eine
moderate Erniedrigung anderer pro-inflammatorischer Zytokine. Die anti-

inflammatorischen Zytokine hingegen blieben unbeeinflusst (Bondeson et al.,
1999).
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2 Fragestellung

Glukokortikoide sind, wie bereits erwahnt, weit verbreitet bei der Behandlung
chronisch entzindlicher Erkrankungen. Sie entfalten ihre Wirksamkeit durch
Bindung an den zytoplasmatischen Glukokortikoid-Rezeptor (GR) und
nachfolgender Translokation in den Zellkern, was schlie3lich zur Modulation der
Gentranskription flhrt (Beato, 1989; Muller und Renkawitz, 1991; Eggert et al.,
2001). Der molekulare Wirkungsmechanismus von Glukokortikoiden wird
entweder Uber die Aktivierung der Transkription glukokortikoidabhangiger Gene
oder die Transrepression von Genen, welche unter anderem durch pro-
inflammatorische Faktoren wie z. B. NF-xB induziert werden, vermittelt. Die
letztere der beiden Mdglichkeiten scheint ein Hauptmechanismus zu sein wie der
durch Glukokortikoide induzierte anti-inflammatorische Effekt zur Auspragung
kommt (Gottlicher et al., 1998; Reichhardt et al., 2000; Barnes, 1998; siehe
Figur 2).

In den letzten Jahren wurden mehrere Untersuchungen vorgenommen, um eine
Korrelation zwischen der Expression des GR und Autoimmunkrankheiten
festzustellen. Die Untersuchungen zeigten allerdings widerspruchliche Ergebnisse.
In manchen Fallen war die GR-Dichte in Lymphozyten von RA-Patienten
erniedrigt, auch zeigte sich ein erniedrigter GR-Spiegel in mononukleare Zellen
von Patienten mit Lupusnephritis, welche fur die letzten 6 Monate keine
Glukokortikoide bekommen hatten (Schlaghecke et al., 1992; Schlaghecke et al.,
1994, Jiang et al., 2001). Weitere Untersuchungen zeigten eine Reduktion des GR
nach Glukokortikoidgabe bei Kindern mit Autoimmunkrankheiten und
Wiederanstieg ohne Glukokortikoidtherapie (Andreae et al., 2001). Eine andere
Studie bestatigte die Abnahme der GR-Expression in mononuklearen Zellen bei
RA-Patienten nach Cortisonsto3therapie mit Dexamethason und Erholung der
GR-Expression auf Vorbehandlungswerte nach der letzten Behandlung (Wenting-
Van Wilk et al., 1999). Weiterhin wurde bei mit 1I-1p3 vorstimulierten
Synoviafibroblasten eine Erhéhung der Rezeptordichte festgestellt, wenn man
diese mit Dexamethason behandelte (Hoshino et al., 1994). Eine héhere
Expression des GR’s in mononuklearen Zellen wurde bei Patienten mit Colitis

ulcerosa und Morbus Crohn vor Steroidgabe festgestellt. Die Expression sank auf
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normale Werte nach Glukokortikoidgabe (Schottelius et al., 2000).

Weiterhin gibt es Beweise daflr, dass der pro-inflammatorische
Transkriptionsfactor NF-kB in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis
bedeutsam ist. Als aktive Form besteht dieser Faktor aus zwei Untereinheiten, der
p50- und der p65-Untereinheit (Eggert et al., 2001; Gattlicher et al., 1998;
Reichhardt et al., 2000) wobei der p50-Untereinheit eine Schlusselrolle in
Verbindung mit entziindlichen Gelenkentziindungen und Gelenkzerstérung
zugeschrieben wird (Campbell et al., 2000). NF-kB spielt eine entscheidende Rolle
in der transkriptionellen Regulation pro-inflammatorischer Faktoren (Eggert et al.,
2001; Bauerle und Henkel, 1994; Pahl, 1999). Auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen spielt p50 eine entscheidende Rolle, beispielsweise bei

der experimentellen Autoimmunencephalomyelitis (Hilliard et al., 1999).

Wir entschieden uns daher die Expression des anti-inflammatorischen
Transkriptionsfaktors GR und die Expression der pro-inflammatorischen NF-xB
Untereinheit p50 bei RA-Patienten, glukokortikoid und nicht
glukokortikoidbehandelt, sowie bei Gesunden miteinander zu vergleichen.

Wie fruhere Studien zeigen (Neeck et al., 1990; Boss et al., 2000), korreliert der
Blutkortisolspiegel von unbehandelten RA-Patienten positiv mit den
Entzindungsparametern wie der BSG, CRP und IL-6. Daher wurde auch eine
Korrelation von der Expression des anti-inflammatorschen Transkriptionsfaktor GR
und des pro-inflammatorischen Gegenspieler NF-kB (p50) in Lymphozyten

unbehandelter RA-Patienten analysiert.

Zur Bestimmung der Expression von GR und der p50 Untereinheit von NF-kB
benutzten wir den semiquantitativen Immunoblot. Dieser ermdglicht sowohl von

GR als auch von p50 fast den gesamten Zellanteil zu detektieren.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten und Kontrollgruppe

37 Patienten, welche die Kriterien des American Collage of Rheumatology (ACR)
erflllten (Arnett et al., 1988) und 14 gesunde Kontrollen wurden untersucht. Die
Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden in zwei Gruppen unterteilt. Eine
Gruppe mit 16 Patienten, die vorher noch nie Glukokortikoide bekommen hatte
und eine Patientengruppe mit 21 Patienten, welche Uber mindestens ein Jahr eine
kontinuierliche Steroidtherapie von 5-15mg Prednisolon taglich erhalten hatten.
Alle Gruppen waren gleichverteilt im Sinne des Geschlechts, nicht gleichverteilt
bezogen auf das Alter. Allerdings fand sich keine Korrelation in Bezug auf Alter
und p50-Expression (p=0,52) oder GR-Expression (p=0,12), ermittelt Gber
Spearman rank Korrelation. Die Blutproben wurden von allen Teilnehmern

zwischen 9.00 und 10.00 Uhr morgens abgenommen.

3.2 Praparation der Lymphozyten

Von jedem Teilnehmer wurden 40ml heparinisiertes Vollblut und eine
Serumkuvette abgenommen. Unmittelbar nach der Blutentnahme erfolgte die
Lymphozytenextraktion Gber einen Ficoll-Histopaque Plus (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland) Gradienten. Die peripheren mononuklearen
Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells = PBMC's) wurden dreimal in PBS-
Puffer gewaschen und von Ficoll befreit. Das Zellpellet bestand mikroskopisch
analysiert zu ca. 90% aus mononukledren Blutzellen. Eine FACS-Analyse
erbrachte einen Lymphozytenanteil von 85-88% sowie einen Monozytenanteil von

7-10%. Dies ohne Unterschied in Bezug auf die drei zu untersuchenden Gruppen.

3.3 Praparation des Ganzzellextraktes

Die so gewonnenen PBMC'’s wurden mit doppeltem Zellvolumen hypotonem
NETN-Puffer (100 mM NaCl, 1mM EDTA, pH 8, 10mM Tris, 0,5% Nonidet P-40),
dem die Proteaseinhibitoren Aprotinin und Leupeptin in einer Konzentration von

10ug/ml zugesetzt wurden, fir 45 Minuten unter Schwenken inkubiert. Es folgten
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dreimalig Frieren/Tauen in flissigem Stickstoff bzw. 37° C und weitere Inkubation
fur 15 Minuten in NETN unter leichtem Schutteln. Nach einer Zentrifugation bei
140009 und 4° C fur 10 Minuten wurde das gewonnene Ganzzellextrakt vorsichtig
abpipetiert und die Proteinkonzentration photometrisch bestimmt. Die so
gewonnene Probe wurde anschiel3end in Teilmengen eingefroren. Alle
Chemikalien, die Verwendung fanden, wurden von der Firma Sigma (Mlnchen,

Deutschland) geliefert.

3.4 SDS-Page und Western-Blot

Die Proteine der Ganzzellextrakte (50 und 100 ug pro Proband) sowie 12,5, 25, 50
und 100ug HelLa-Ganzzellextrakt wurden durch eine SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulphate-plyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das so
resultierende Gel wurde danach fur 1,75 Stunden einem Elektroblot unterzogen
und die Proteine auf eine Polyvinyldiflourid Membran (Millipore Deutschland)
transferiert. Die Membran wurde zur Absattigung unspezifischer
Bindungsvalenzen Uber Nacht mit PBS-T (Phosphate buffered saline, 0,1% Tween
20) und 5% Milchpuder inkubiert. Es folgte eine Antikorperinkubation fur 1,5
Stunden mit einem Primarantikorper (monoklonaler anti-GR Antikdrper NCL-GCR,
Novocastra, Balliol, GroRbrittanien; polyklonaler anti-p50 Antikérper C19,
Antikoérper, Santa Cruz, Heidelberg Deutschland). Anschliel3end folgte eine
Inkubation mit einem Peroxidase gekoppeltem Sekundarantikorper (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) fur eine Stunde. Die Immunkomplexe
wurden durch verstarkte Chemilumineszenz (AmershamPharmacia Biotech,

Freiburg, Deutschland) sichtbar gemacht.

3.5 Belichtete Filme scannen und statistische Methoden

Die entwickelten Filme wurden mit einem Primax Colorado Direct Scanner (Task
Bridge Version 1.1) mit einer Aufldsung von 300dpi eingescannt. Die optische
Dichte (od) wurde mit dem Programm Tina Version 2.07d ermittelt. Es erfolgte die
Anlage einer standardisierten Messflache um jede GR- und p50-Bande, die
Bestimmung der od/mm? jeder Bande und die Subtraktion der od/mm? des Films.
Die hieraus resultierende od/mm?fiir jede GR- und p50-Bande wurde mit
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Standards (12.5, 25, 50, und 100ug von HelLa-Ganzzellextrakt (HeLa-WCE))
verglichen und angepasst, so dass die Werte im linearen Bereich dieser
Standardmessung lagen. Die Daten wurden mit SPSS fur Windows (Version 6.1.3)
weiterverarbeitet und es erfolgte die Beschreibung von Median und Rang. Die
diagnostischen Gruppen wurden mittels Kruskal-Wallis verglichen. Die Korrelation
zwischen Alter und Geschlecht erfolgte mittels Spearman rank Korrelation, die

graphischen Darstellungen erfolgten mit box plots (Herbert und Waternaux, 1983).
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4 Ergebnisse

Wir untersuchten die Expression von GR- und NF-xB Untereinheit p50 in 3
Gruppen: Gesunde, kortisol- und nicht kortisolbehandelte Patienten mit

rheumatoider Arthritis. Die Patienten sind in Tabelle 1 charakterisiert.

Tabelle 1: Patientencharakterisierung

RA-Patienten mit Glukokortikoiden behandelt

Nr.  Alter Geschlecht Erstdiagnose Prednisolondosis (mg/d) CRP [mg/dl] BSG [1h]
1. 69  weiblich 1982 7.5 1.3 17
2. 75  mannlich 1970 15 1.0 39
3. 59  weiblich 1999 125 3.9 30
4. 66  mannlich 1992 15 34 19
5. 79  weiblich 1999 12.5 8.5 56
6. 63  weiblich 1993 7.5 1.8 17
7. 64  weiblich 1996 15 4.9 17
8. 58  mannlich 1998 15 1.1 15
9. 59  weiblich 1990 15 5.6 45
10. 82  mannlich 1996 10 25 13
11. 64  weiblich 1980 5 0.8 29
12. 71 mannlich 1994 15 5.3 60
13. 64  weiblich 1961 12.5 1.5 23
14. 78  weiblich 1996 7.5 1.3 25
15. 69  mannlich 1973 10 24 43
16. 58  mannlich 1994 7.5 1.4 22
17. 78  weiblich 1997 7.5 0.9 20
18. 53  weiblich 1994 10 24 15
19. 76  weiblich 1977 15 1.5 13
20. 65 weiblich 1990 10 2.3 41
21. 50 weiblich 1998 10 1.2 12
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RA-Patienten nicht mit Glukokortikoiden behandelt

Nr. Alter Geschlecht Erkrankungsdauer Prednisolondosis (mg/d) CRP [mg/dl] BSG [1h]
1. 71 weiblich Oct. 2000 0 1.4 77
2. 30  weiblich Aug. 2000 0 1.1 40
3. 60 mannlich Sep. 2000 0 53 51
4. 53  weiblich Sep. 2000 0 27 46
5. 31 mannlich Sep. 2000 0 12.8 104
6. 56  weiblich Dec. 2000 0 7.4 107
7. 81  weiblich Sep. 2000 0 0.8 15
8. 75  weiblich Dec. 2000 0 1.9 60
9. 80  weiblich Aug. 2000 0 5.7 74
10. 71 mannlich Jun. 2000 0 3.0 5
11. 49  weiblich Jan 2001 0 4.5 45
12. 66  mannlich Aug. 2000 0 0.6 12
13. 49  weiblich Oct. 2000 0 1.5 34
14. 39  mannlich Jun. 2000 0 0.8 15
15. 41 mannlich Mai 2001 0 1.1 7
16. 34  weiblich Mai 2001 0 2.9 66

Um die Expression von GR- und der NF-kappaB Untereinheit p50 zu untersuchen,
wurden Lymphozyten aus 3 Gruppen von Individuen prapariert: RA-Patienten, die
noch nie Glukokortikoide erhalten hatten, RA-Patienten, die mindestens das letzte
Jahr mit Prednisolon therapiert worden waren und gesunde Kontrollen. Nach der
Auftrennung der PBMC's mittels Ficoll-Gradienten wurde die Proteinmenge im
Ganzzellextrakt photometrisch bestimmt und der GR- bzw. p50-Anteil durch
Western-blot detektiert. AnschlieRend wurde die relative Proteinmenge

densitometrisch tiber das Verhaltnis od/mm? bestimmt.

23



Drei reprasentative Western blots sind in Figur 3 dargestellt. Wie in Figur 3 gezeigt
wird ein deutliches Signal flr den GR in Ganzzellextrakt von Lymphozyten bei
Gesunden darstellbar (Figure 3, Spur1). Das Signal bei unbehandelten RA-
Patienten war deutlich starker (Figur 3, Spur 3), wohingegen das Signal bei mit
Glukokortikoiden behandelten RA-Patienten deutlich geringer war (Figur 3, Spur
2).

kDa

193 —

116 —

84 —

48 —

Figur 3

Reprasentativer anti-GR-Immunoblot eines Ganzzellextraktes aus PBMC’s von Gesunden
(Spur 1), glukokortikoidbehandelten RA-Patienten (Spur 2) und unbehandelten Patienten
(Spur 3). Der GR ist mit einem Pfeil markiert.
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Des weiteren ist in Figur 4 eine Standardkurve fur den GR in HeLa Ganzzellextrakt

mit den Proteinkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100ug dargestellit.
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Figur 4

Typischer Immunoblot fir den GR-Antikérper mit 12,5, 25, 50 und 100ug Hela
Ganzzellextrakt. Der Kasten zeigt die Expressionssignale. Der Regressionskoeffizient
R*=0,94.
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Die Untersuchung der Expression der p50 Untereinheit von NF-kB zeigte eine
Erhdhte p50-Expression bei unbehandelten RA-Patienten (Figur 5, Spur 3) im
Vergleich zu der Gruppe Gesunder (Figur 5, Spur 1) und Cortison behandelter RA-
Patienten (Figur 5, Spur 2). Es findet sich kein deutlicher Unterschied in der p50-
Expression zwischen Gesunden und behandelten RA-Patienten.

kDa 1 2 3

84 —

58 —
<4+
48 _— - - # P —

36 —

26 —

Figur 5

Reprasentativer anti-p50-Immunoblot des Ganzzellextraktes von PBMC’s von Gesunden
(Spur 1), glukokortikoidbehandelten RA-Patienten (Spur 2) und unbehandelten Patienten
(Spur 3). Die zwei Isoformen von p50, welche als eine Bande gerechnet wurden, sind mit

Pfeilen markiert.
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In Figur 6 ist eine Standardkurve fur den die NF-xB Untereinheit p50 in HeLa

Ganzzellextrakt mit den Konzentrationen 12,5, 25, 50 und 100ug dargestellt.
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Typischer Immunoblot flir den p50-Antikérper mit 12,5, 25, 50 und 100ug Hela

Ganzzellextrakt. Der Kasten zeigt die Expressionssignale. Der Regressionskoeffizient

R?=0,90.

4.1 Statistische Auswertung der GR-Expressionsdaten

Die statistische Analyse ergab einen signifikanten Unterschied im Vergleich aller
drei Gruppen bezuglich der GR-Expression in PBMC’s (p < 0,0001). Da die
Verteilung der Werte weit gestreut war (s. Tabelle 2), erfolgte die Darstellung

mittels box plots (Figur 7).
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Tabelle 2: GR-Expression in PBMC's bei 51 Individuen (ermittelt mit semiquantitativen

Western blotting und berechnet in od/mm?).

No. Gesunde Kontrollen  RA GK-behandelt RA GK-unbehandelt
(n=14) (n=21) (n=16)

1. 0.63 0.08 1.12
2. 0.22 0.00 0.46
3. 0.17 0.00 0.94
4. 0.00 0.00 1.70
5. 0.74 0.00 0.00
6. 0.30 0.00 0.00
7. 0.21 0.00 0.73
8. 0.28 0.00 0.82
9. 0.34 0.45 0.41
10. 0.39 0.42 1.89
11. 0.28 0.23 0.36
12. 0.24 0.72 1.75
13. 0.30 0.00 0.63
14. 0.20 0.00 2.00
15. 0.00 0.13
16. 0.00 1.67
17. 0.00

18. 0.00

19. 0.00

20. 0.26

21. 0.38

Jeder Wert wurde mit einer standardisierten Menge an GR in HeLa-Ganzzellextrakt

abgeglichen und normalisiert.
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Figur 7

Boxplot zur graphischen Darstellung der GR-Expression in PBMC's in den 3 untersuchten
Gruppen: 21 mit Glukokortikoiden vorbehandelte RA-Patienten (RA+GC), 16 nicht
glukokortikoidbehandelte RA-Patienten (RA-GC) und 14 gesunde Kontrollen (Ctrl.). Der
grau unterlegte Bereich reprasentiert den Bereich zwischen der 25sten und 75sten
Perzentile. Die Linien auRerhalb der grauen Boxen reprasentieren die 10te bis 90ste
Perzentile. Die Linie innerhalb der grauen Boxen stellt den Median dar. Der Median der
RA+GC-Gruppe liegt auf der Nulllinie. Ausreier sind mit einem Kreis oder einem

Sternchen gekennzeichnet.

4.2 Statistische Auswertung der p50-Expressionsdaten

Bei der Expression von p50 zeigte sich eine signifikante Erhdhung der Expression
bei unbehandelten Patienten (p < 0,0007) im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen. Es ergab sich kein Unterschied in der p50-Expression bei Gesunden
und glukokortikoidbehandelten RA-Patienten (p > 0,05). Die Resultate sind in
Tabelle 3 dargestellt, der dazugehdrige box plot in Figur 8.
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Tabelle 3: p50-Expression in PBMC's bei 51 Individuen (ermittelt mit semiquantitativen

Western blotting und berechnet in od/mm?).

Nr. Gesunde Kontrollen  RA GK-behandelt RA GK-unbehandelt
(n=14) (n=21) (n=16)
1. 6.88 5.15 13.26
2. 3.50 2.57 8.46
3. 1.93 2.78 7.81
4. 3.32 7.20 16.31
5. 3.41 4.42 14.56
6. 6.67 4.37 10.10
7. 6.11 3.52 12.03
8. 4.33 4.08 10.16
9. 6.48 6.21 4.66
10. 5.49 6.36 13.19
11. 6.13 4.07 4.76
12. 2.85 5.17 14.28
13. 10.30 9.21 15.85
14. 10.07 12.71 15.29
15. 8.45 6.21
16. 14.82 8.44
17. 7.81
18. 9.37
19. 8.66
20. 7.47
21. 11.05

Jeder Wert wurde mit einer standardisierten Menge an p50 in HeLa-Ganzzellextrakt

abgeglichen und normalisiert.
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Figur 8

Boxplot zur graphischen Darstellung der p50-Expression in PBMC’s in den 3
untersuchten Gruppen: 21 mit Glukokortikoiden vorbehandelte RA-Patienten (RA+GC), 16
nicht glukokortikoidbehandelte RA-Patienten (RA-GC) und 14 gesunde Kontrollen (Ctrl.).
Der grau unterlegte Bereich reprasentiert den Bereich zwischen der 25sten und 75sten
Perzentile. Die Linien aulRerhalb der grauen Boxen reprasentieren die 10te bis 90ste

Perzentile. Die Linie innerhalb der grauen Boxen stellt den Median dar.

4.3 Zusammenhang zwischen GR- und p50-Expression bei nicht
kortisolbehandelten RA-Patienten

Weiterhin fand sich eine positive Tendenz zwischen GR-Expression und p50-
Expression bei unbehandelten RA-Patienten. GroRere GR-Spiegel gehen mit
grolieren p50-Spiegeln einher. Dieser Zusammenhang zwischen GR- und p50-

Expression ist in Figur 9 dargestellt.
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Figur 9

Korrelation der Expressionsrate von GR und p50 im Ganzzellextrakt von PBMC's bei RA-
Patienten welche nie Glukokortikoide erhalten hatten. Der Korrelationskoeffizient ist
r=0,45 und zeigt eine Tendenz zwischen erhdéhter GR- und p50-Expression (p<0,8). Die

gestrichelte Linie kennzeichnet den Trend.
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5 Diskussion

Die vorliegende Untersuchung analysiert die Expression von GR und der NF-
kappaB Untereinheit p50 in Lymphozyten von RA Patienten. Die Menge an GR-
und p50-Protein in jedem Individuum wurde mit einem semiquantitativen
Immunoblot bestimmt. Hiermit sollte es moglich sein eine mdglichst gro’e Menge

von intrazellularem GR zu erfassen.

Es fand sich eine deutliche Erhéhung der GR und p50-Level bei nicht mit
Glukokortikoiden behandelten Patienten mit rheumatoider Arthritis im Vergleich zu
glukokortikoidbehandelten RA-Patienten und Gesunden. Ferner zeigte sich eine
erhdohte GR-Expression bei Gesunden im Vergleich zu behandelten RA-Patienten.
Gibt es eine Erklarung, warum man in PBMC’s sowohl eine Erhéhung des anti-
inflammatorischen Faktors GR und des pro-inflammatorischen Faktors NF-xB bei

unbehandelten RA-Patienten findet?

Eine Hypothese ist, dass wahrend eines Entzindungsprozesses viele pro-
inflammatorische Zytokine (z.B. IL-1, IL-2 und TNF-a) produziert werden, welche
NF-«B aktivieren konnen (Pahl, 1999; Osborn et al., 1989; Hazan et al., 1990,
Israel, et al., 1989). Dies hat einen Regelkreis mit positivem Feedback durch NF-
kB induzierte Genaktivierung und eine weitere Erhdhung der pro-
inflammatorischen Zytokine zur Folge (Pahl, 1999; Mori und Prager, 1996; Lai et
al., 1995; Collart et al., 1990). Eine erhdhte NF-kB Aktivitat konnte zu einer
Erh6hung der GR-Expression fuhren, da bekannt ist, dass NF-xB die GR-
Transkription durch eine NF-xB Bindestelle im regulatorischen Bereich innerhalb
des GR-Gens, der Promoter-Region (5°-Region), induzieren kann (Zong et al.,
1990). Dies ist im Zusammenhang mit einer vorher veroéffentlichten Studie, welche
eine Erhdhung der GR-Expression nach TNF-a oder IL-1 Behandlung in HeLaS3
und COS1-Zellen zeigt, sehr wahrscheinlich durch NF-«B moduliert (Webster et al,
2001).

Eine erhohte Expression von GR fiihrt aber noch nicht zu einer erhéhten Aktivitat
von GR, sondern zu einer Akkumulation von zytoplasmatischem inaktivem GR,
welcher durch endo- oder exogene Hormone aktiviert werden muf}. Endogenes

Kortisol stellt das wichtigste Endprodukt der Hypothalamus-Hypophysen-
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Nebennierenachse (HPA= hypothalamus-pituitary-adrenal) dar. Zytokine wie

TNF-o oder IL-1 kdnnen die HPA-Achse auf allen drei Ebenen aktivieren und so
einen Zytokin-HPA-Achsen-Regelkreis formen. Erhohte Spiegel von TNF-a oder
IL-1 fUhren so letzten Endes zu einer erhohten Glukokortikoidproduktion.
Glukokortikoide wiederum kénnen den zunachst inaktiven GR aktivieren. Dies
sollte letzten Endes dazu fuhren, einen aktivierten kernstandigen GR zu erhalten,
der sowohl die NF-«B induzierte Transkription hemmen (Scheinmann et al., 1995),
als auch den NF-kB spezifischen Inhibitor I«kB aktivieren kann (Auphan et al.,
1995; Scheinman und Cogswell et al., 1995). Physiologischerweise konnte dieser
anti-inflammatorische Regelkreis dazu beitragen den pro-inflammatorischen
Regelkreis durch Zytokine wie TNF-o und IL-1 welche den pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktor NF-xB aktivieren, zu unterbinden und somit die entzindliche
Reaktion zum Stillstand bringen. Bei der rheumatoiden Arthritis gibt es Studien,
die zeigen, dass ein erhohter Spiegel von ACTH und Kortisol, hervorgerufen durch
Zytokine, vorhanden ist. Diese Erhohung ist allerdings, wenn man sie mit
Gesunden vergleicht, fir das Ausmal} der Entzindung ungenugend (Masi und
Chrousos, 1996, Straub et al., 2002). Hiertber konnte die positive Wirkung der

exogenen Glukokortikoide erklart werden.

Die Arbeit beschreibt eine mogliche Hypothese, die Pathogenese der rheumatoide
Arthritis zu beleuchten. Durch den zwar erhdhten, aber fur die Entzindung
inadaquat niedrigen Kortisolspiegel, kommt der RA-Patient in einen ,relativen®
Kortisolmangel, da endogen nicht ausreichend Kortisol gebildet wird um den in
erhdéhten Mengen vorhandenen inaktiven GR zu aktivieren. Durch exogene Zufuhr
von Glukokortikoiden wird der inadaquat niedrige Kortisolspiegel angehoben, die
anti-inflammatorische Wirkung Uber die erhohten Konzentrationen an GR entfaltet.
Wie in dieser Studie dargestellt, fuhrt die exogene Behandlung mit
Glukokortikoiden zur Reduktion der Spiegel von GR und p50, was dem Zustand
bei Gesunden naher kommt. Ein vereinfachtes Modell welches die
Wechselwirkungen zwischen den anti- und pro-inflammatorischen Regelkreisen

erklaren konnte, ist in Figur 10 beschrieben.
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Figur 10

Vereinfachtes Modell tiber eine mogliche Interaktion zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Regelkreisen. Eine Infektion fuhrt zu einer Erhéhung von pro-
inflammatorischen Zytokinen (u. a. TNF-q, IL-1), diese kdnnen NF-kB aktivieren. NF-xB
wiederum kann die Transkription von GR erhéhen, was in einer Erhéhung der
intrazellularen Menge an GR fuhrt. Dieser zytoplasmatisch inaktive GR kann durch
exogene oder endogene Glukokortikoide (GK) aktiviert werden. Einmal aktiviert
transloziert der GR in den Kern, wo er die NF-«B Aktivitat hemmt. Zudem flihrt eine
Aktivierung des GR zu einer erhéhten |kB-Expression, welche zusatzlich hemmend auf
NF-xB einwirkt. H= Hypothalamus, P=Pituitary (Hypophyse), A=Adrenal

(Nebennierenrinde)

In Ubereinkunft mit dieser Studie wurde eine Erhéhung des GR in PBMC’s bei
Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, welche zuvor nie
Glukokortikoide bekommen hatten mit dem H3-Dexamethason Bindeassay
nachgewiesen (Schottelius et al., 2000). Die meisten anderen Studien, welche den
GR bei rheumatoider Arthritis untersucht hatten, zeigten eine Erniedrigung des GR
(Schlaghecke et al., 1992; Schlaghecke et al., 1994; Jiang et al., 2001). Allerdings
hatten die Patienten in diesen Studien, im Gegensatz zur hier gezeigten
Untersuchung, fruher schon Glukokortikoide eingenommen. Die Einnahme von

Glukokortikoiden kann bis zu einem Jahr zu einer Hemmung der HPA-Achse
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fuhren. Inwieweit dies eine Rolle spielt, bleibt abzuwarten und wird in folgenden

Studien abzuklaren sein.

TNF-a Inhibitoren haben sich in der Therapie der rheumatoide Arthritis bereits
etabliert und werden weltweit mit grolRem Erfolg angewandt. Diese Arbeit zeigt
eine Erhohung der NF-kB Untereinheit p50 bei Patienten mit nicht
glukokortikoidbehandelter rheumatoider Arthritis. In nicht entziindungsbedingt
stimulierten Zellen liegt NF-xB im Zytoplasma mit seinem Inhibitor IkxB komplexiert
gebunden vor. Die Aktivierung von NF-kB erfolgt durch signalinduzierte
Phosphorylierung der inhibitorischen Untereinheit 1kB durch spezielle 1kB-Kinasen
(IKK). Nach Phosphorylierung dissoziiert der Inhibitor kB vom NF-kB-Komplex.
NF-kB kann in den Kern translozieren und dort Uber die Regulation der
entsprechenden Zielgene seine pro-inflammatorische Wirkung entfalten. So wurde
aufgezeigt, dass Makrophagen aus entzundlichem Synovialgewebe, welche durch
adenoviralem Transfer mit IxB transfiziert wurden, zu einer Reduktion der TNF-a.
Konzentration in der Gelenkzellkultur fihrten (Foxwell et al., 1998). NF-«B ist wie
TNF-a sicherlich ein effektives Ziel bei der Therapie der rheumatoiden Arthritis. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich unter Glukokortikoidbehandlung
der Expressionspiegel von p50 bei RA-Patienten dem von Gesunden nahert, was
einen regulatorischen Effekt der exogenen Glukokortikoide bezogen auf die
Menge und die Aktivitat von NF-kB, wie er auch in anderen Publikationen
beschrieben (Auphan et al., 1995; Scheinman und Cogswell et al., 1995),
wahrscheinlich erscheinen lasst. Andere in vitro Untersuchungen zeigen, dass
Kortisol keinen inhibitorischen Effekt auf NF-xB bzw. aktivierenden Effekt auf kB
zu haben scheint, um den proinflammatorischen Effekt von NF-xB vor der
Translokation in den Kern zu verhindern. Die Behandlung von Synoviazellen mit
Dexamethason zeigte in vitro keine Erhohung von IkB und identische Megen an
NF-kB im Nucleus (Han et al., 2001). Um hier Klarheit zu bekommen, sind

sicherlich noch weitere Studien abzuwarten.

Es ist zu hoffen, dass in den nachsten Jahren weitere Medikamente entwickelt
werden konnen, welche wie lkB-Agonisten, NF-kB-Antagonisten oder IKK-

Antagonisten eingesetzt werden konnen.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass bei unbehandelten Patienten mit
rheumatoider Arthritis eine Erhéhung der GR-Expression und p50-Expression
vorliegt. Bei Patienten mit Glukokortikoidgabe sind diese Spiegel signifikant
niedriger. Unter der Gabe von Prednisolon scheint es zu einer ,Downregulation®

sowohl des GR und des p50 in physiologische Bereiche zu kommen.

Die Gabe von Glukokortikoiden fuhrt bei Patienten mit RA zu einer deutlichen
Reduktion des GR in unphysiologisch niedrige Bereiche. Die klinische Erfahrung
zeigt, dass nach dem Beginn einer chronischen Kortisoltherapie bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis die Glukokortikoiddosis oftmals nicht ohne erneute
arthritische Beschwerden vollstandig ausgeschlichen werden kann bzw. teilweise
die Gabe mehr und mehr gesteigert weden muss, um den gleichen
entzindungshemmenden Effekt zu erhalten. Dies kdnnte ein Zeichen fur eine
mdgliche Gewdhnung an das Glukokortikoidpraparat sein, wie wir es von anderen
Medikamenten wie Morphin oder Nitropraparaten kennen. Es sind noch weitere
Studien notig, um gerade bei den unbehandelten RA-Patienten den Verlauf des
GR nachzuvollziehen. Es ist zu vermuten, dass diese sich nach chronischer
Glukokortikoidtherapie ahnlich verhalten wie in dieser Studie die

steroidbehandelten RA-Patienten.

Obwonhl die rheumatoide Arthritis eine weit verbreitete und sicherlich ,alte”
Erkrankung ist, stehen wir erst am Anfang einer Reihe von Therapiemdglichkeiten,
die sich auftun werden, um leidgeplagten Patienten mit rheumatoider Arthritis

optimaler zu helfen als wir das momentan kénnen.
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6 Zusammenfassung

Zielstellung: Es wurden die Expression des antiinflammatorisch wirkenden
Transkriptionsfaktors Glukokortikoid-Rezeptor (GR) und der Untereinheit p50 des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-kB in peripheren mononuklearen
Blutzellen (PBMC) von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) untersucht.

Methode: Es wurden unbehandelte und mit Glukokortikoiden vorbehandelte RA-
Patienten sowie gesunde Probanden verglichen. Die Expressionsanalyse von GR
und der NF-kB Untereinheit p50 in peripheren PMBC's, welche zuvor durch
Gradientenzentrifugation isoliert wurden, wurde mittels semiquantitativem

Immunoblotting durchgefuhrt.

Resultate: Die GR- und NF-xB-Expression in PBMC's waren im Vergleich zu
Gesunden gegenuber RA-Patienten, welche noch nie Glukokortikoide
eingenommen hatten, signifikant erhoht. Im Gegensatz dazu war die GR-
Konzentration bei RA-Patienten, welche mit Glukokortikoiden therapiert worden
waren, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erniedrigt. Zudem zeigte sich
eine Korrelation zwischen GR- und NF-xB- (p50) Expression bei den

unbehandelten RA-Patienten.

Schlussfolgerung: In der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis kommt es zu
einer erhohten Expression des GR in PBMC's. Dies wird begleitet von einer
ebenfalls erhdhten Expression von NF-kB (p50). Die Verabreichung von
Glukokortikoiden fuhrt zu einer Reduktion der GR- und p50-Expression in
Lymphozyten, die p50 Expression ist dabei nicht mehr von jener von Gesunden zu

unterscheiden.
Schlagwérter:

GLUKOKORTIKOID REZEPTOR ; RHEUMATOIDE ARTHRITIS ; NF-kB ;
LYMPHOZYTEN
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