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1 Einleitung

1.1 Fragestellung

In dieser Dissertation werden die Wirkungen des dualselektiven
Phosphodiesterase (PDE) Typ 3/4-Inhibitors Pumafentrine und des spezifischen
Typ 4-Inhibitors Roflumilast im Mausmodell der Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)-

induzierten Kolitis untersucht.

Die beiden chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (CED) Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa sind haufige und schwere Erkrankungen des Menschen.
Die Atiologie dieser Krankheiten ist noch immer unbekannt, in der Pathogenese
scheint jedoch ein Ungleichgewicht von entzundungshemmenden und
-fordernden Mediatoren eine Rolle zu spielen. Die bestehenden
Therapieschemata konnen eine Remission der Erkrankung erreichen, zeigen
aber in vielen Fallen haufige Rezidive bzw. zu starke Nebenwirkungen. Dies

begrundet die Notwendigkeit der Erforschung neuer Therapieansatze.

In der Pathogenese des Morbus Crohn hat Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a)
eine Schlusselrolle im Entzundungsgeschehen. Die Suppression von TNF-a
durch monoklonale Antikdrper fuhrte in klinischen Studien zu einer Besserung
der Krankheitsaktivitat und ist inzwischen fur die Therapieindikation Morbus
Crohn zugelassen (Stange et al. 2003). Die spezifischen Phosphodiesterase
Typ 3/4- und Typ 4-Inhibitoren Pumafentrine und Roflumilast wahlen einen
anderen therapeutischen Ansatz und hemmen die Synthese von TNF-a Uber
eine Erhdhung der intrazellularen Konzentration von zyklischem Adenosin-3’,5-
Mono-Phosphat (CAMP).

Bisher konnte in der Abteilung fur Klinische Pharmakologie die Wirksamkeit der
spezifischen Phosphodiesterase Typ 4-Inhibitoren Rolipram, Mesopram und
des Adenosin-Kinase-Inhibitors GP515 im Modell der DSS-induzierten Kolitis
gezeigt werden (Hartmann et al. 2000; Siegmund et al. 2001; Loher et al. 2002).

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich nach unserer Kenntnis um die erste



Testung von Roflumilast und Pumafentrine in einem Kolitismodell und die erste
Studie mit einem Phosphodiesterase Typ 3/4-Inhibitor in einem Kolitismodell

Uberhaupt.

1.2 Chronisch entzundliche Darmerkrankungen

1.2.1 Epidemiologie

Der Morbus Crohn (MC) tritt in Deutschland mit einer Inzidenz von 5 bis 6 pro
100.000 Einwohnern auf. Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 15. und 35.
Lebensjahr mit einer zweiten Haufung um das 60. Lebensjahr. Die
Krankheitsverteilung ist bei Frauen und Mannern gleich. Die jahrliche Inzidenz
der Colitis ulcerosa (CU) hingegen liegt in Deutschland bei 3 bis 4 pro 100.000
Einwohner (Daiss et al. 1989; Timmer und Goebell 1999). Diese Erkrankung
kommt in jeder Altersgruppe vor und auch hier sind Manner und Frauen im

gleichen Verhaltnis betroffen (Ghosh et al. 2000).

Die Behandlung der Patienten ist kostenintensiv, da der variable Verlauf der
Erkrankungen eine komplexe Diagnostik und Therapie erfordert. In den USA
wurden die gesamten medizinischen Kosten der Colitis ulcerosa fur das Jahr
1990 auf 500 Millionen US-Dollar geschatzt, die Gesamtkosten fur beide
entzundlichen Erkrankungen zusammen auf bis zu 2,6 Milliarden Dollar (Hay
und Hay 1992).

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der chronisch entzundlichen Darmerkrankungen ist unklar. Bei der
Krankheitsentstehung spielt eine gemeinsame Wirkung verschiedener Faktoren
eine Rolle. Es konnte eine genetische Disposition belegt werden (McLeod et al.
1997). In betroffenen Familien treten CED sowohl in vertikaler als auch in
horizontaler Richtung vermehrt auf. Bei bis zu 40 % der Verwandten ersten

Grades von betroffenen Patienten kommt es zu einer Krankheitsmanifestation



(Farmer 1989). In bestimmten Populationen wie z. B. Ashkenazi-Juden wird
eine erhdhte Inzidenz beobachtet (Bennett et al. 1991). Den verschiedenen
Formen der CED konnten Assoziationen mit humanen Leukozyten-Antigen
(HLA)-Allelen zugeordnet werden (Biemond et al. 1986). Ebenso wurde eine
genetische Variante des NOD2-Gens mit Assoziation zum Morbus Crohn
identifiziert (Hugot et al. 2001). Zusatzlich spielen endogene Faktoren wie die
Darmflora und exogene Umweltfaktoren wie Ernahrung, Medikamente, Beruf,
klimatische Bedingungen, Stress, Rauchen und Umweltverschmutzung eine
Rolle. Auch ein bakterieller oder viraler Erreger als Ursache der Entzundung

kann nicht ausgeschlossen werden (Fiocchi 1998; Abbildung 1).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Atiopathogenese chronisch
entzundlicher Darmerkrankungen (nach Fiocchi 1998).

Durch ein Zusammenspiel dieser Faktoren wird eine zellvermittelte
Entzundungsreaktion ausgeldst, die zu einer Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und anderen Leukozyten sowie
weiteren Zelltypen der Darmwand, wie z.B. Epi- und Endothelzellen oder

Mesenchymzellen, fuhrt. Durch Sekretion von Zytokinen wie etwa



Interleukin (IL-)1, IL-6, IL-8 oder TNF-a und durch eine erhbhte Expression der
Zelladhasionsmolekile - ,Intercellular adhesion molecule“(ICAM)-1, ,Endothelial
leukocyte adhesion molecule“(ELAM)-1, ,Leukocyte function-associated
antigen“(LFA)-1 oder E-selectin - kommt es zur Infiltration der Mukosa durch
Immunzellen (Burgio et al. 1995) und zur Synthese und Sekretion von weiteren
Zytokinen, Eicosanoiden, Wachstumsfaktoren und Stickstoffmonoxid (NO). Es
folgt eine kontinuierliche Zellaktivierung, die die Entzindung unterhalt und in

der Folge zu Gewebeschaden und Regenerationsvorgangen fuhrt.

Betrachtet man die sezernierten Botenstoffe genauer (Abbildung 2), so stehen
sich antiinflammatorische Mediatoren wie z. B. IL-1-Rezeptorantagonist, IL-10
und der Wachstumsfaktor ,Transforming growth factor‘(TGF)-p und die bei
diesem Krankheitsbild Uberwiegenden proinflammatorischen Mediatoren wie
z.B. IL-18, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IL-23, ,Monocyte chemoattractant
protein“(MCP)-1 und TNF-a gegenuber. Wie bereits erwahnt, sind auch
Adhasionsmolekule wie ICAM-1, LFA-1 und E-Selectin in erhdhten
Konzentrationen nachweisbar (Casini-Raggi et. al. 1995; Reinecker et al. 1995;
Fiocchi 1998; Pizarro et al. 1999).

Beim Morbus Crohn Uberwiegen Th-1-Zytokine wie IL-12, wahrend bei der
Colitis ulcerosa die Th-2-Zytokine wie IL-4 und IL-5 dominieren (Monteleone et
al. 1997; Fuss et al. 1996).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der pro- und anti-
inflammatorischen Botenstoffe bei chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen.

1.2.3 Klinischer Verlauf

Generell lassen sich die beiden Vertreter der chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen durch die Symptome, die Laborwerte, den klinischen
Verlauf und die Histologie meist unterscheiden. Jedoch ist eine Differenzierung

der Krankheitsbilder in 10 % der Falle nicht zu erreichen (Colitis indeterminata).

Beim Morbus Crohn handelt es sich um eine transmurale Entzundung
(Podolsky 1991). Die Entzundungsausbreitung erfolgt diskontinuierlich
segmental. Meist sind das terminale lleum (87 %) oder Kolon (69 %) und
Rektum (21 %) betroffen, jedoch kann sich der Morbus Crohn im gesamten
Verdauungstrakt manifestieren (Scully et al. 1982). In ungefahr 40 % der Falle
ist nur der Dunndarm, in 30 % der Falle nur der Dickdarm und in weiteren 30 %
der Dick- und Dunndarm gemeinsam befallen. Tiefe fissurahnliche Ulzerationen
treten in fortgeschrittenen Stadien auf und geben der Schleimhaut ein so
genanntes pflastersteinahnliches Relief. Der Entzindungsprozess kann sich
durch Bildung von Fisteln auBerhalb des Verdauungskanals ausdehnen. Bei
50 % der Patienten lassen sich pathognomonische nicht verkasende

Granulome nachweisen. Die Patienten klagen meist uber Durchfalle und



Schmerzen im rechten Unterbauch. Ein komplizierender lleus hat entweder die
0dematdse Schwellung der Darmwand oder eine narbige Striktur aufgrund einer
Fibrose zur Ursache. Blut im Stuhl kann auftreten, ist aber im Vergleich zur
Colitis ulcerosa seltener. Ebenso kommen systemische Auswirkungen wie
Ernahrungsstorungen (Vitamin B,,-Mangel bei Beteiligung des terminalen
lleums, Gewichtsverlust durch Malabsorption) und Fieber vor (Podolsky 1991).
Nach dem ersten Auftreten der Erkrankung erleiden praktisch alle Patienten
einen Ruckfall. Innerhalb des ersten Jahres nach Diagnosestellung mussen
30 % der Erkrankten operiert werden. Die Haufigkeit eines operativen Eingriffes
bei den verbleibenden Patienten wird mit 5 % pro Jahr angegeben (Wright et al.
1987; de Boer Visser et al. 1990). Die Ruckfallrate kann durch die Operation
jedoch nicht gesenkt werden. Innerhalb eines Jahres kommt es bei 80 % der
Patienten nach chirurgischem Eingriff zu einem erneuten Auftreten der
Erkrankung, meist proximal der Operationsstelle (Rutgeerts et al. 1984;
Rutgeerts et al. 1990).

Im Gegensatz zum Morbus Crohn ist der entzundliche Prozess bei der Colitis
ulcerosa auf die Mukosa und Submukosa des Kolons beschrankt (Podolsky
1991). Typischerweise breitet sich die Erkrankung kontinuierlich vom Rektum
aus nach proximal aus, jedoch sind seltene Falle beschrieben, in denen es zu
einer Aussparung des Rektums kommt (Spiliadis et al. 1987). Die Ausdehnung
des Krankheitsprozesses variiert. Bei Erwachsenen ist in 55 % der Falle das
Rektum betroffen, zu 30 % dehnt sich der Krankheitsprozess bis zur linken
Kolonflexur und zu 15 % auf das gesamte Kolon aus (Ghosh et al. 2000). In
seltenen Fallen kommt es zum Befall des terminalen lleums, der so genannten
,Backwash-ileitis“. Histopathologisch treten Mikroabszesse und eine Infiltration
von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in die Lamina Propria auf. In
spateren Stadien kommt es zu oberflachlichen Ulzerationen der Schleimhaut,
die makroskopisch sichtbar und von mukupurulentem Exsudat bedeckt sind.

Haufig sind Pseudopolypen nachweisbar (Podolsky 1991).

Hauptsymptom der Erkrankung sind rektale Blutungen oder blutige Durchfalle.

Viele Patienten klagen uber abdominelle Schmerzen mit Betonung der linken



Seite, die vorwiegend bei Defakation auftreten. Die Stuhlfrequenz ist erhoht und
der Stuhldrang vermehrt (Rao et al. 1988). Systemisch kann Mudigkeit,
Gewichtsverlust und Fieber auftreten. Extraintestinale Manifestationen wie
Erythema nodosum, lIritis, Uveitis und eine sklerosierende Cholangitis wurden
beobachtet (Ghosh et al. 2000). Nach Remission der Erkrankung kommt es
typischerweise zu Ruckfallen, wobei deren Haufigkeit und Auspragung sehr
variabel ist. Die kumulative Wahrscheinlichkeit, einen Ruckfall zu erleiden, liegt
innerhalb von 2 Jahren bei 80 %, innerhalb von 10 Jahren bei mehr als 95 %.
Patienten mit Colitis ulcerosa haben ein signifikant erhdhtes Risiko fur
Kolonkarzinome (Hendriksen et al. 1985; Munkholm 2003).

1.2.4 Tumor-Nekrose-Faktor-a bei chronisch entzundlichen Darm-

erkrankungen

Bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen ist TNF-a. sowohl beim Morbus
Crohn als auch bei der Colitis ulcerosa erhdht. Im Vergleich beider
Erkrankungen wurden bei Morbus Crohn hdbhere Konzentrationen sowohl im
Plasma als auch im Stuhl und in der Darmmukosa gemessen (Murch et al.
1991; Braegger et al. 1992; Murch et al. 1993; Breese et al. 1994). TNF-a stellt
ein wesentliches Element in der Pathogenese der Entzindungsreaktion bei
CED dar. Die erfolgreiche Behandlung von Morbus Crohn-Patienten mit dem
chimaren TNF-a-Antikorper Infliximab zeigt die Wirksamkeit anti-
inflammatorischer Therapie durch die spezifische Blockade von TNF-a (van

Dullemen et al. 1995; Targan et al. 1997; Present et al. 1999).

Schon 1893 konnten Coley und Mitarbeiter feststellen, dass bei bosartigen
Erkrankungen eine schwere Infektion zu einer Verkleinerung der TumorgroBe
fuhrte (Coley 1893). In der Folge wurde dieser Effekt auf die im
Entzundungsgeschehen sezernierten Zytokine zuruckgefuhrt. Hierbei hat der
Tumor-Nekrose-Faktor-a, dessen Name von diesem Effekt herruhrt, einen
entscheidenden Einfluss. Das TNF-a-Protein konnte erstmals 1985 gereinigt,
isoliert (Aggarwal et al. 1985) und sein Gen geklont werden (Shirai et al. 1985).

Die Transkriptionsregulation kann zell- oder stimulusspezifisch erfolgen. Es sind



Bindungsstellen fur verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z. B. Nuklearer
Faktor kB (NFxB) und ,Cyclic adenosine monophosphate response

element” (CRE) beschrieben (Tsai et al. 1996).

Hauptquelle von TNF-a sind Monozyten und Makrophagen, aber es konnte
auch eine Synthese durch T-, B-, und Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sowie
durch Mastzellen und intestinale Mesenchym- und Epithelzellen nachgewiesen
werden (Jung et al. 1995; Tamma et al. 1997; Bischoff et al. 1999). TNF-a. wirkt
auf eine Vielzahl von Zelltypen und ruft verschiedene Wirkungen hervor. Die

Pleiotropie von TNF-a ist in Abbildung 3 zusammengefasst.
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Abbildung 3. Biologische Wirkungen von TNF-a auf Zelltypen der
Kolonmukosa (modifiziert nach Eigler et al. 1997)



1.2.5 Bisherige Therapiemoglichkeiten und Grenzen

Wirkstoffe, die bei den aktuellen Therapieschemata fur CED Verwendung

finden, sind in Tabelle 1 zusammengefasst:

Tabelle 1. Medikamentdse Therapie von CED

Wirkungsweise Indikation

5-Aminosalicylsaure antiinflammatorisch | MC: Standardtherapie bei
Kolonbefall;

CU: Standardtherapie;
leichter Schub;
Remissionserhaltung

Kortikosteroide (topisch | antiinflammatorisch, | MC/CU: Mittelschwerer bis

und systemisch) immunsuppressiv schwerer Schub
Azathioprin immunsuppressiv MC/CU: chronisch aktive
Form; Remissionserhaltung
6-Mercaptopurin immunsuppressiv MC/CU: chronisch aktive
Form;
Azathioprinnebenwirkungen
Cyclosporin immunsuppressiv CU: hochakuter Schub;
steroidrefraktarer Verlauf
Metronidazol MC: perianale Erkrankung,
Fisteln
CU: Pouchitis

Diese dargestellten Standardtherapeutika fuhren in vielen Fallen zu einer
Besserung des Krankheitsgeschehens und der Lebensqualitat der Patienten.
Jedoch ist es in 30 % der Falle nicht moglich, eine Remission zu induzieren
oder eine Langzeitremission aufrechtzuerhalten. Zudem kommt es haufig zu
Nebenwirkungen durch die Steroidtherapie. Deshalb ist es notwendig, neue
spezifisch wirksamere Therapieansatze zu finden, um die Nebenwirkungen zu

reduzieren und das Entzundungsgeschehen effektiver zu unterdriucken.

Im August 1998 wurde von der Food and Drug Administration der USA der Anti-
TNF-a-Antikdrper Infliximab als die erste gegen ein einzelnes Zytokin gerichtete
Immuntherapie zur Behandlung des Morbus Crohn zugelassen. Hierbei handelt

es sich um einen chimaren human-murinen Immunglobulin (I1g)G1
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monoklonalen Antikorper, der sowohl die lbsliche als auch die
membrangebundene Form von TNF-a bindet. Infliximab lysiert zusatzlich TNF-
a-produzierende Zellen durch Komplement-Fixation und Antikorper-vermittelte
Zelllyse (Scallon et al. 1995). Studien zur erfolgreichen Behandlung des aktiven
Morbus Crohn (Van Dullemen et al. 1995; Targan et al. 1997), zur
Remissionserhaltung (Rutgeerts et al. 1999) und zur Therapie von Fisteln
(Present et al. 1999) wurden publiziert. Infliximab wird bei therapieresistenten
Verlaufen und nicht als Primarmedikation eingesetzt (Lochs et al. 1997). Die
dauerhafte Anwendung fuhrt zur Produktion von Autoantikorpern und
Antikdorpern gegen doppelstrangige DNA (Rutgeerts et al. 1999), was die
weitere Erforschung alternativer Methoden zur Inhibition von TNF-a notwendig
macht. Bei der Colitis ulcerosa zeigte Infliximab in einer Studie eine signifikante
Verbesserung des Krankheitsgeschehens (Sands et al. 2001). In einer zweiten
Studie konnte dagegen keine Wirksamkeit festgestellt werden (Probert et al.
2003).

CDP571 ist ein chimarer Maus anti-human IgG4-Antikorper, der ebenso die
l6sliche wie die transmembrane Form von TNF-o bindet. Bei Patienten mit
Morbus Crohn konnte eine klinische Besserung des Krankheitsverlaufes in
mehreren Studien gezeigt werden (Stack et al. 1997; Sandborn et al. 2001a).
Bei der Colitis ulcerosa ist bisher eine unkontrollierte klinische Pilotstudie
publiziert, die eine Wirksamkeit nahe legt (Evans et al. 1997). Der komplett
humane TNF-a-Antikdrper Adalimumab wird aktuell in klinischen Studien zur

Behandlung des Morbus Crohn getestet.
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1.3 Phosphodiesterase-Inhibition als antiinflammatorischer

Therapieansatz

Durch Einsatz von Phosphodiesteraseinhibitoren, die den intrazellularen cAMP-
Spiegel erhbhen, wird die Synthese von TNF-a. gehemmt. In der Folge soll auf
den Wirkmechanismus dieser Medikamentengruppe und die fur die vorliegende

Arbeit relevanten Isoenzyme der Phosphodiesterasen eingegangen werden.

1.3.1 Zyklisches Adenosin-3’,5’-Mono-Phosphat

cAMP wurde von dem amerikanischen Biochemiker Earl Sutherland als
intrazellularer Vermittler der Wirkung vieler Hormone entdeckt. Deshalb wird
cAMP auch als zweiter Informationsubertrager oder ,second messenger”
bezeichnet (Loffler 1997; Torphy 1998).

In der Folge wird das Adenylatzyklasesystem naher dargestellt (Abbildung 4).
Zunachst gehoren zu diesem System die Rezeptoren fur stimulierende (Rs)
oder hemmende (Ri) Hormone oder Substanzen. Nach Bindung eines
entsprechenden Effektors (,first messenger®) wird die Adenylatzyklase als
katalytische Einheit (C) nicht direkt beeinflusst, sondern es kommt zu einer
Weiterleitung des Signals auf entsprechende heterotrimere G-Proteine. Im Falle
einer Aktivierung dissoziieren die Untereinheiten und es wird die fur den
stimulierenden Effekt wichtige Einheit Gsa freigesetzt. Die Bindung von
Guanosin-5’-triphosphat (GTP) befahigt diese Untereinheit dann zur Aktivierung
der Adenylatzyklase (C), die wiederum Adenosin-5’-triphosphat (ATP) in cAMP
und Pyrophosphat (PP) umwandelt. Die Inhibition der Adenylatzyklase erfolgt
interessanterweise auf ahnliche Weise. Nach Beladung des inhibitorischen
Rezeptors (Ri) kommt es auch hier zur Dissoziation eines G-Proteins. Die
inhibitorische Untereinheit Gia ist nach Bindung von GTP in der Lage, die
katalytische Untereinheit C von einer aktiven in eine inaktive Form zu
uberfuhren. Fur eine Ldschung des inhibitorischen bzw. stimulatorischen
Signales sind keine weiteren Proteine notwendig. Beide Untereinheiten haben

eine intrinsische GTPase-Aktivitat, die fur die Hydrolyse des gebundenen GTP
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zu Guanosin-5-diphosphat (GDP) und Phosphat verantwortlich ist. Dies
beendet die stimulatorische bzw. inhibitorische Aktivitat, fuhrt zu einer
Reassoziation der G-Protein-Komplexe und damit zu einer Beendigung der

Beeinflussung der Adenylatzyklase.

Effektor
Jirst messenger*
Rs
Zellmembran

G _'> Gy <_' G
By By
Gsa Gia
GPD @ SPD
A
GTP C‘B 69 GTP
6so ) —=—= | | == (ain)
GDP GTP aTP GDP
Y

A A o o o o o o A o

C aktiv o o i

ATP cAMP + PP

Abbildung 4. Darstellung des Adenylatzyklasesystems von der Beladung
des Rezeptors bis zur Synthese von cAMP. Rs und Gs: stimulierender
Rezeptor bzw. G-Protein, Ri bzw. Gi: inhibierender Rezeptor bzw. G-
Protein, C: katalytische Untereinheit (Adenylatzyklase) (nach Loffler 1997)

cAMP aktiviert die tetramere Proteinkinase A (PKA) durch Dissoziation der
regulatorischen von den katalytischen Untereinheiten. Die aktivierte PKA
phosphoryliert eine Reihe von Substraten, die wichtige zellulare Mechanismen

regulieren. Hierzu gehort auch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
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CRE-binding proteins. Diese binden direkt an spezifische Sequenzen der
Promotorregion bestimmter Gene und stellen so die letzte Verbindung zwischen
einem extrazellularen ,first messenger® und dem Erbgut dar. Eine ahnliche
Sequenz wurde in der Promotorregion des TNF-a-Gens gefunden (Lalli und
Sassone-Corsi 1994). Vermutlich findet hier die Beeinflussung der TNF-a-

Expression durch cAMP erhdhende Substanzen statt.

Eine cAMP-Erhbdhung bewirkt eine Unterdriuckung der Aktivitat von Immun- und
Entzundungszellen: Monozyten sezernieren geringere Mengen an TNF-a und
Eicosanoiden, Lymphozyten produzieren weniger Interferon (IFN)-y, IL-2 und

IL-13 (Bourne et al. 1974; Kammer 1988; Moore und Willoughby 1995).

1.3.2 Wirkungsmechanismen und Familie der Phosphodiesterasen

Ein Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration wird durch die Aktivitat der
PDE begrenzt, die cAMP zu 5'-Adenosin-Monophosphat (AMP) abbauen. Durch
Hemmung dieser Phosphodiesterasen wird die Hydrolyse verhindert und die
intrazellularen cAMP-Spiegel steigen. Diese Beobachtung wurde erstmals 1958
von Sutherland und Rall publiziert (Sutherland and Rall 1958) (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Wirkungsmechanismus der Phosphodiesterasen

Bisher sind elf verschiedene Klassen innerhalb der Familie der PDE bekannt
(Beavo 1995; Torphy 1998, Fawcett et al. 2000). Diese Isoenzyme lassen sich
durch unterschiedliche Substratspezifitat bzw. -affinitat, die Regulation durch
verschiedene Aktivatoren bzw. Inhibitoren oder durch die Affinitat zu Pharmaka
unterscheiden. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Enzyme, ihr Substrat
und eine Auswahl bereits bekannter Inhibitoren in einer Tabelle dargestellt
(Tabelle 2). Innerhalb dieser Familien sind teilweise mehrere Gene identifiziert.
Aufgrund der Genstruktur (bei den humanen PDE zwischen 10 und 22 Exons)

gibt es eine unterschiedliche Anzahl an Splicevarianten (Torphy 1998). Diese
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weisen gewebsspezifische Unterschiede in der Affinitat zum Substrat auf,
werden aber alle durch den gleichen Inhibitor gehemmt. Beim Menschen wird
deshalb eine Gesamtzahl von 50 verschiedenen Proteinen erwartet

(Hatzelmann und Schudt 2001).

Tabelle 2. Bisher bekannte Klassen an Phosphodiesterase-lsoenzymen (Beavo
1995; Torphy 1998; Fawcett et al. 2000)

Klasse Charakteristika Isoformen Inhibitoren
1 Ca*-Calmodulin-abhangig 7 verschiedene Isoformen Vinpocetin
2 Zyklisches Guanosin-3°,5"- nur eine Isoform bekannt,

Mono-Phosphat (cGMP)- hydrolytische Aktivitat fur
stimuliert cAMP
3 cGMP-inhibiert bisher 2 bekannte Milrinon,
Isoformen, hydrolytische Zardaverin (auch
Aktivitat fur cAMP PDE Typ 4),
Pumafentrine
(auch PDE
Typ 4)

4 cAMP-spezifisch 30 verschiedene Rolipram,

Isoformen, groBte Familie Denbufyllin,
der PDE Zardaverin (auch
PDE Typ 3),
Roflumilast,
Pumafentrine
(auch PDE
Typ 3)

5 cGMP-spezifisch eine Isoform bekannt Sildenafil,
Dipyridamol
6 Photoaktivierung cGMP- neun verschiedene Dipyridamol

spezifisch Isoenzyme bekannt

7 hohe Affinitat cAMP-spezifisch  ein Isoenzym bekannt, 3-Isobutyl-1-

nahe verwandt mit methylxanthin

PDE Typ 4 (IMBX) insensitiv
8 cAMP-spezifisch ein Isoenzym bekannt IMBX insensitiv
9 cGMP-spezifisch ein Isoenzym bekannt
10 cAMP und cGMP ein Isoenzym bekannt Dipyridamol
11 cAMP und cGMP drei Subtypen vermutet Dipyridamol




16

1.3.3 Phosphodiesterase Typ 3-lsoenzymfamilie

Enzymcharakteristika

Die PDE Typ 3 wurde anfangs als Enzym mit hoher Affinitat zu cAMP
beschrieben, das durch Cilostamide (ein spezifischer PDE Typ 3-Inhibitor) und
cGMP gehemmt wurde (Yamamoto et al. 1984; Harrison et al. 1986; Kariya and
Dage et al. 1988). 1986 wurde PDE Typ 3 aus dem Rinderherz (Harrison et al.
1986) und spater aus anderen Gewebetypen humanen und tierischen
Ursprungs isoliert (Degerman et al. 1987; Rascon et al. 1992; Le Bon et al.
1992; Degerman et al. 1993). Eine Unterscheidung zu anderen Isoenzymen der
PDE ist durch die hohe Affinitat zu cAMP und cGMP moglich (Degerman et al.
1987).

Enzymverteilung

Die PDE Typ 3 wird wie die PDE Typ 4 vorwiegend in humanen Immun- und
Entzundungszellen exprimiert wie z. B. in basophilen Granulozyten, Mastzellen,
Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten (Robicsek et al. 1991; Peachell
et al. 1992, Tenor et al. 1995; Torphy 1998).

Wirkung der Inhibition der Phosphodiesterase Typ 3 in verschiedenen

Zelltypen in vitro

In verschiedenen Zellen wie basophilen Granulozyten, Monozyten und T-
Lymphozyten kommt es bei alleiniger Hemmung der PDE Typ 3 zu keiner oder
im Vergleich zu einer PDE Typ 4-Hemmung zu nur geringer Suppression der
Entzundungsantwort (Robicsek et al. 1991; Peachell et al. 1992, Molnar-Kimber
et al. 1993, Essayan et al. 1997).
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1.3.4 Phosphodieserase Typ 4-Isoenzymfamilie

Enzymcharakteristika

Die PDE Typ 4 wurde zu Anfang als cAMP-spezifische PDE in Hundenieren
identifiziert, die nicht von cGMP beeinflusst, aber durch das Alkoxybenzyl-
substituierte Imidazolin Ro 20-1724 (ein spezifischer PDE Typ 4-Inhibitor)
gehemmt werden konnte (Thompson et al. 1979; Epstein et al. 1982). In der
folgenden Zeit wurden PDE Typ 4 aus verschiedenen Zelltypen isoliert und
teilweise charakterisiert, z. B. aus humanen Monozyten und Leukozyten
(Torphy et al. 1993, Truong und Muller 1994). Die PDE Typ 4 sind die
vorherrschende Enzymgruppe in hamatogenen Entzundungszellen (Giembycz
and Dent 1992). Die PDE Typ 4-Aktivitat wird kurzfristig durch Phosphorylierung
reguliert (Conti et al. 1995). Ein langfristig erhbhter cAMP-Spiegel bewirkt eine
Aktivitatssteigerung der PDE Typ 4 durch eine Erhbhung der Genexpression
(Torphy et al. 1992). Zusatzlich kann eine Stimulation von Immunzellen zu einer
PDE Typ 4-Aktivierung fuhren. Valette und Mitarbeiter konnten eine erhdhte
PDE Typ 4-Aktivitat in Thymozyten der Ratte nach einer Stunde Stimulation mit
dem Mitogen Concavalin A zeigen. Eine ahnliche Beobachtung wurde in mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten peritonealen Makrophagen der Maus
gemacht (Valette et al. 1990; Okonogi et al. 1991).

Enzymverteilung

PDE Typ 4 sind in T-Lymphozyten, neutrophilen, basophilen und eosinophilen
Granulozyten, in Mastzellen, Monozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen sowie in Epithelzellen nachweisbar (Torphy 1998). In diesen Zellen

kommt die PDE Typ 4 neben anderen Isoenzymen vor.
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Wirkung der Inhibition der Phosphodiesterase Typ 4 in verschiedenen

Zelltypen in vitro

Neutrophile Granulozyten: In humanen Neutrophilen aus dem peripheren Blut
reduzieren PDE Typ 4-Inhibitoren die Superoxidanionproduktion nach
Stimulation (Wright et al. 1990, Ottonello et al. 1995) starker als in
Gewebeneutrophilen (Al-Essa et al. 1995). Die Adhasionsfahigkeit an
Endothelzellen wird vermindert (Derian et al. 1995). Dies geschieht vermutlich
durch die Fahigkeit der Inhibitoren, die Expression der Adhasionsmolekile
,Cluster of Differentiation“(CD)11b/CD18 auf Neutrophilen zu supprimieren
(Berends et al. 1997).

Basophile Granulozyten: In basophilen Granulozyten unterdrucken PDE Typ 4-
Inhibitoren die antigeninduzierte Histamin- und Cysteinyl-Leukotrienfreisetzung
(Weston et al. 1997).

Eosinophile Granulozyten: In diesem Zelltyp wird eine Reihe von Funktionen
gehemmt. Hierzu gehodren die basale Superoxidanion-Produktion (Souness et
al. 1991), die TNF-a-vermittelte Adhasion an Endothelzellen (Torphy et al.
1994) und die Leukotrien B4-Synthese in Eosinophilen von Guinea-Schweinen
(Barnette al. 1995). Im humanen System wurde u. a. eine Hemmung der
Superoxid-Generierung (Cohan et al. 1996) und der Chemotaxis durch PDE
Typ 4-Inhibition beschrieben (Kaneko et al. 1995).

Monozyten und Makrophagen: Monozyten und Makrophagen sind die
Hauptquelle von TNF-a in entzundlichen Prozessen. Humane Monozyten aus
dem peripheren Blut zeigen vorwiegend PDE Typ 4-Aktivitat, enthalten aber
auch geringe Anteile an PDE Typ 1 und 3 (Greten et al. 1996, Gantner et al.
1997). Der spezifische PDE Typ 4-Inhibitor Rolipram reduziert neben anderen
Entzundungsmediatoren die TNF-a-Sekretion aus LPS-stimulierten Monozyten
und Makrophagen (Semmler et al. 1993; Seldon et al. 1995; Schudt et al.
1995). Rolipram induziert die NO- und die IL-10-Synthese und erhdht die
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IL-10-Produktion in murinen und humanen Makrophagen (Kambayashi et al.
1995; Eigler et al. 2000).

B-Lymphozyten: Erhbhte cAMP-Spiegel inhibieren die Proliferation von B-
Zellen, kbnnen aber zu einem Switch in der produzierten Antikorperklasse
fuhren (Paul-Eugene et al. 1993; Lycke 1993). Der PDE Typ 4-Inhibitor
Ro 20-1724 inhibiert die Sekretion von IgE aus mononuklearen Zellen von
atopischen Spendern. Dieser Effekt ist vermutlich indirekt, da eine ahnliche
Wirkung bei reinen B-Zellpopulationen nicht beobachtet werden konnte (Chan
und Hanifin 1993).

T-Lymphozyten: Die dominierenden Enzymfamilien in T-Zellen sind die PDE
Typ 3 und 4 (Robicsek et al. 1991). Applikation von Ro 20-1724 fuhrt zu einer
teilweisen Hemmung der Phytohamagglutinin (PHA)-stimulierten Zell-
proliferation. Diese Hemmung ist in Zellen von atopischen Spendern verstarkt
(Banner et al. 1995). Ein erhbhter cAMP-Spiegel durch PDE Typ 4 Inhibition
reduziert die Sekretion von Zytokinen wie IL-2, IL-5, IL-13, IFN-y,
,Granoulocyte-macrophage colony-stimulation-factor* (GM-CSF) (Mary et al.
1987; Essayan et al. 1997).

Roflumilast

Das in dieser Arbeit verwendete Benzamid-Derivat Roflumilast
(3-cyclopropylmethoxy-4-difluoromethoxy-N-[3,5-di-chloropyrid-4-yl]-benzamid)

(Abbildung 6) ist ein selektiver PDE Typ 4 Inhibitor und beeinflusst die
Isoenzyme PDE Typ 1-3 und PDE Typ 5 nicht. Bisher wurde eine Beeinflussung
der ,neuen“ Familienmitglieder PDE Typ 7 bis 11 nicht untersucht. Die IC, fur
die PDE Typ 4 in humanen neutrophilen Granulozyten betragt 0,8 nM.
Roflumilast ist somit mehr als 100-fach potenter als Ariflo™ (Cilomilast; ein
spezifischer PDE Typ 4-Inhibitor der zweiten Generation) oder Rolipram
(Hatzelmann und Schudt 2001). Roflumilast zeigt antiinflammatorische und
immunmodulatorische Wirkungen in vitro. Es inhibiert die Entzundungsreaktion

humaner neutrophiler und eosinophiler Granulozyten, die Proliferation und
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Zytokinsynthese in CD4+ T-Zellen (IL-2, IFN-y) und vermindert die Synthese
von TNF-a durch Monozyten und die davon abgeleiteten Makrophagen und

dendritischen Zellen (Bundschuh et al. 2001; Hatzelmann und Schudt 2001).

F
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Abbildung 6. Strukturformel Roflumilast (3-Cyclopropylmethoxy-4-
difluoromethoxy-N-[3,5-di-chloropyrid-4-yl]-benzamid)

Pumafentrine

Beim Verfassen dieser Arbeit existierten noch keine Publikationen zu dieser

Substanz.

1.3.5 Prinzip der dualen Hemmung der Phosphodiesterasen Typ 3 und

Typ 4

Die PDE Typ 3 und 4 sind die vorherrschenden Phosphodiesterasen in
humanen immunkompetenten Zellen (Torphy 1998). In T-Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, Mastzellen, basophilen
Granulozyten und Endothelzellen werden Isoenzyme der PDE Typ 3 und 4 mit
einem Uberwiegen der PDE Typ 4 exprimiert (Robicsek et al. 1991; Peachell et
al. 1992; Tenor et al. 1995; Schudt et al. 1995; Weston et al. 1997; Hatzelmann
und Schudt 2001).

Schudt und Mitarbeiter berichteten Uber eine starkere Suppression der TNF-a-
Produktion in humanen alveolaren Makrophagen durch gleichzeitige Hemmung
der PDE Typ 3 und 4 im Vergleich zu einer Blockade nur einer Isoform (Schudt

et al. 1995). Ein synergistischer Effekt wurde ebenso bei der Reduktion der
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T-Zell-Proliferation und Zytokinexpression wie bei der Verminderung der LPS-
induzierten TNF-a-Produktion in humanen dendritischen Zellen beschrieben
(Bielekova et al. 2000; Hatzelmann und Schudt 2001). In basophilen
Granulozyten kommt es zu einer Potenzierung der Suppression
antigeninduzierter Histaminfreisetzung im Vergleich zu alleiniger Anwendung
eines PDE Typ 4-Hemmers. Die Blockade der PDE Typ 3 alleine zeigte keine
Wirkung (Peachell et al. 1992). Robicsek und Mitarbeiter wiesen einen additiven
Effekt des PDE Typ 3-Inhibitors CI-930 und des PDE Typ 4-Hemmers
Ro 20-1724 auf die Verminderung der PHA-induzierten Zellproliferation nach
(Robicsek et al. 1991). Es lasst sich somit fur einen dualselektiven Inhibitor ein

breiteres Wirkungsspektrum erwarten.

1.4 Tiermodelle fur chronisch entzundliche Darmerkrankungen

Es existiert eine Vielzahl an Tiermodellen fur chronisch entzundliche
Darmerkrankungen (Kim and Berstad 1992; Elson et al. 1995; Dieleman et al.
1997; Boismenu und Chen 2000). Diese Modelle werden in spontan auftretende
oder in Tieren mit gesundem Immunsystem exogen induzierte Kolitiden sowie in
Kolitiden in Tieren mit Genveranderungen (Knockout- und Transgentiere) oder
durch Zelltransfer in Tiere mit eingeschranktem Immunsystem eingeteilt
(zusammengestellt in Tabelle 3). Jedoch ist keines der Modelle dem humanen
Krankheitsgeschehen in allen Bereichen ahnlich und so kann jedes einzelne
Modell nur zu einem Teil der Erforschung der Erkrankung dienen. Bisher gibt es
auch noch kein Tiermodell, das den chronischen Verlauf mit akuten Schuiben

der CED imitieren kann.

Das Modell der DSS-induzierten Kolitis wurde erstmals im Jahre 1985 mit
Hamstern beschrieben (Ohkusa 1985). Die Ubertragung auf die Maus wurde
funf Jahre spater von Okayasu und Mitarbeitern publiziert (Okayasu et al. 1990)
und 1993 von Cooper und Mitarbeitern naher charakterisiert (Cooper et al.
1993). In diesem Modell wird eine Kolitis durch kontinuierliche oder zyklische

Applikation des Polysaccharids DSS Uber das Trinkwasser ausgelost.
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Tabelle 3. Tiermodelle fur chronisch entzundliche Darmerkrankungen

1. Spontan auftretend

(Chalifoux und

Cotton Top Tamarin Affe Bronson 1981)
C3H/Hed Bir mouse Maus (Sundberg et al. 1994)
Samp1/Yit mouse Maus (Kosiewicz et al. 2001)

2. Exogen induziert in Tieren mit gesundem Immunsystem

Essigsaure Ratte, Maus_, Hase, (Ma_cPherson und
Meerschweinchen Pfeiffer 1978)
TNBS/Ethanol Ratte, Maus, Hase (Morris et al. 1989)
DSS Ratte, Maus, Hamster (Okayasu et al. 1990)
Carrageenan Ratte, Maus, Meerschwein (Watt und Marcus 1969)
PG-PS Ratte (Sartor et al. 1985)
Indomethacin Ratte, Hund, Hase (Yamada et al. 1993)
Immunkomplexe Hase, Ratte (Kirsner 1961)

3. Durch Zelltransfer in Tiere mit eingeschranktem Immunsystem

CD45 Rb"e" -> SCID Maus (Morrissey et al. 1993)
BMC-> Cd3:Tg26 Maus (Hollander et al. 1995)
Hsp60 specific CD8+ cells .

> TCRp -I- Maus (Steinhoff et al. 1999)

4. Durch Genveranderungen (Knockout / Gentransfer)

Interleukin-2 -/- Maus (Sadlack et al. 1993)
Interleukin-10 -/- Maus (McCafferty et al. 2000)
T-Zell-Rezeptor a -/- Maus (Mombaerts et al. 1993)
TGFB1 -/- Maus (Shull et al. 1992)

STAT3 -/- (Makrophagen

und Neutrophile) Maus (Takeda et al. 1999)

DSS hat einen toxischen Effekt auf die Kolonepithelzellen in vitro (Dieleman et
al. 1994; Diaz-Granados et al. 2000). Es bindet an die Scavenger-Rezeptoren
von Makrophagen (Tsubamoto et al. 1994; Sasaki et al. 1996) und wird von
diesen phagozytiert. Es kommt zu deren Aktivierung und zur Sekretion von
makrophagentypischen Zytokinen, u. a. IL-1 und TNF-a. Adhasionsmolekule

wie ICAM-1 und ELAM-1 in den Endothelzellen der Submukosa werden
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hochreguliert und die Einwanderung von Leukozyten ist in der Folge erhdht. Die
Beteiligung der bakteriellen Mikroflora ist noch unklar und andert sich im
Versuchsverlauf. Die luminalen Konzentrationen von Bacteroides- und

Clostridium-Spezies sind erhdht (Okayasu et al. 1990).

Histopathologisch treten an Tag 3 der DSS-Applikation primar epitheliale
Veranderungen auf. Es kommt zu einer Abflachung und zu einem Verlust der
Krypten ohne entzundliche Aktivitat. Ab Tag 5 wandern Granulozyten,
Makrophagen und CD4+ Zellen in die Kolonmukosa ein und erste Erosionen
treten auf (Dieleman et al. 1998). Reaktive Epithelveranderungen als Zeichen
von Reparationsprozessen beginnen an Tag 7. Die histologischen
Veranderungen korrelieren in ihrer Schwere mit dem klinischen Verlauf. Es
kommt zu blutigen Durchfallen bis hin zur rektalen Blutung und Gewichtsverlust.
Das Mausmodell der DSS-induzierten Kolitis zeigt mukosale Veranderungen,
die mit den Schleimhautschaden der beiden Vertreter der CED vergleichbar
sind. Ahnlichkeiten mit dem Morbus Crohn sind der diffuse Befall, die
Ausdehnung der Entziindung ins submukose Bindegewebe, aphtdose Erosionen
und die transmurale Entzundungsausbreitung. Es finden sich im Mausmodell
jedoch keine Granulome und keine Fisteln. Das gleichzeitige Vorhandensein
von aktiven neben inaktiven Bereichen spricht eher fur eine Vergleichbarkeit mit
der Colitis ulcerosa, wobei auch Kryptenabszesse nachgewiesen werden

kbnnen (Hartmann et al. 2000).

Auch das Zytokinmuster kann nicht eindeutig einem der beiden Formen der
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen zugeordnet werden. In der
Kolonmukosa beim chronischen Verlauf sind sowohl IFN-y als Th1-Zytokin
(Morbus Crohn) als auch IL-4 als Th2-Zytokin (Colitis ulcerosa) erhdht
(Dieleman et al. 1998).
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2 Material und Methoden

2.1 Labormaterial und Gerate

- Hemocare (CARE diagnostica GmbH, Voerde)

- 24 G Microlance Kanule (Braun, Melsungen AG, Melsungen)
- 1 ml Injekt Tuberkulinspritzen (Braun, Melsungen AG)

- Katheter zur oralen Applikation (Unimed, Lausanne, Schweiz)
- Eppendorfrohrchen (Eppendorf GmbH, Hamburg)

- 15 ml Rdhrchen (Greiner GmbH, Frickenhausen)

- 50 ml Rohrchen (Greiner GmbH)

- Pipetten (Greiner GmbH)

- Zellkulturplatten (Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA)

- Plastiksiebe 70 ym und 100um (Falcon)

- Begasungsbrutschrank Heraeus BBD C220 (Heraeus, Hanau)

Mikroskopisches Zubehor

- Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss, Jena)
- Neubauer-Zahlkammer (Eppendorf GmbH)

Zentrifugen und Mixgerate

- Ultrazentrifuge 5417 R (Eppendorf GmbH)

- Omnifuge 2 ORS (Heraeus)

2.2 Haufig verwendete Substanzen

Kulturmedium

Zur Herstellung des Kulturmediums wurde RPMI 1640 (Biochrom KG, Berlin)
mit 100 U/ml Penicillin, 100 yg/ml Streptomycin, 10 mM Hepes
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(N-2-Hydroxyethyl]piperazin-N-[2-Ethanolsulfonsaure]) (alle Sigma, Munchen),
0,4 mM L-Glutamin (Fa. Gibco BRL, Paisley, Schottland) und 10 % fetalem
Kalberserum (Fa. Seromed, Berlin) versetzt. Es wurden ausschlieBlich
endotoxinarme Medien und Substanzen eingesetzt, um eine unspezifische
Stimulation zu vermeiden. Um Komplementfaktoren zu inaktivieren, wurde das
verwendete humane Serum fur 30 min bei 56°C inkubiert. Das Kulturmedium
wurde fur die Verdunnung der Stimulantien, die Isolation der Splenozyten und

alle in vitro-Experimente verwendet.

Stimulation

Lipopolysaccharid

LPS (Escherichia coli, Serotyp 055:B5, Sigma) ist ein Hauptbestandteil der
Zellwand gram-negativer Bakterien. Es besteht aus einem auBeren
Polysaccharid, der ,O“-Kette, die mit der ,Core“(Kern)-Region verbunden ist.
Der innere Teil dieser Kernregion ist kovalent mit dem Lipid A verbunden,
welches die biologische Wirkung des Endotoxins vermittelt. Fur die Versuche
wurde das LPS in Kulturmedium aufgeldost und aliquotiert (Konzentration
100 pg/ml), bei -80°C in 2 ml Eppendorfrohrchen tiefgefroren und bei Bedarf
einzeln aufgetaut und mit Hilfe von Kulturmedium in die entsprechende

Konzentration verdinnt.

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) (Sigma) ist ein stark wirksames Mitogen.
Es aktiviert die Proteinkinase C in vivo und in vitro und fordert die Expression
der induzierbaren NO-Synthase. Fur die Versuche wurde der Phorbol-Ester in
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) (Sigma) auf eine Konzentration von 100 pyg/ml
verdunnt, aliquotiert und bei -80°C in 0,5 ml Eppendorfrohrchen tiefgefroren.
Die Aliquots wurden einzeln aufgetaut und mit Kulturmedium auf die

entsprechende Konzentration verdunnt.
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Calcium lonophore A23187

Die Ausgangssubstanz Calcium ionophore A23187 (Calcimycin) wurde mit
DMSO (Sigma) auf eine Konzentration von 100 pyg/ml verdunnt, aliquotiert und
bei -80°C in 0,5 ml Eppendorfrohrchen tiefgefroren. Die Aliquots wurden einzeln
aufgetaut und mit Kulturmedium auf die entsprechende Konzentration verdunnt.
Calcimycin zeigt eine hohe Selektivitat fur Calciumionen (Ca*), erhoht die
intrazellulare Ca*-lonen-Konzentration in der Zellkultur und stimuliert die
Produktion von NO durch die calmodulinabhangige NO-Synthase. Calcimycin
wurde immer in Kombination mit PMA eingesetzt, um die Zellen maximal zu

stimulieren.

2.3 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Analyse (FACS: Fluorescence-Activated Cell
Sorting) bietet die Moglichkeit, Zellen anhand von Oberflachenantigenen zu
unterscheiden und zu quantifizieren. Dies geschieht durch die Analyse der
Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flussigkeitsstrom
fokussierter Partikel mittels eines optischen Messsystems. Voraussetzung fur
die Messung ist, dass die Zellen als Suspension von Einzelzellen vorliegen. Die
Zellsuspension wird angesaugt und Uber eine Kapillare in eine Quarzkuvette
(Messkammer) geleitet. Die Messkammer wird von einer Tragerflussigkeit
laminar durchstromt, die die Zellsuspension beim Eintritt in die Kammer erfasst,
auf das Zentrum der Kuvette verengt und stark beschleunigt, so dass die Zellen
einzeln und in ausreichendem Abstand zueinander am Messpunkt vorbeiflieBen

(,hydrodynamische Fokussierung®).

Am Messpunkt wird mittels eines Laserstrahls das Streulicht und die
Lichtemission durch Photodetektoren gemessen und in elektrische Signale
(Einheit Volt) umgewandelt. Das Vorwartsstreulicht (0°-10° zur Richtung des
einfallenden Lichtstrahles) erlaubt Aussagen Uber die GroB3e der Zellen und das

Seitwartsstreulicht (90° zur Richtung des einfallenden Strahls) bestimmt
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hauptsachlich die Granularitat. Die gemessene Lichtemission der durch den
Laserstrahl angeregten Fluoreszenzfarbstoffe ermoglicht die Typisierung der
Zellen nach vorheriger Markierung mit entsprechenden Antikorpern gegen
Oberflachenmerkmale. Das Zwischenschalten von Bandpassfiltern ermoglicht
es, das einfallende Licht nach Wellenlange aufzutrennen und einzelne
Fluoreszenzfarbstoffe getrennt voneinander zu quantifizieren. In dieser Arbeit
wurden als Farbstoffe Fluorescein-Isothiozyanat (FITC, Bandpassfilter 525 nm)
und Phycoerithrin (PE, Bandpassfilter 575 nm) verwendet. Die
Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Anzahl der gebundenen
Antikdrper und somit zur Anzahl der untersuchten Oberflachenmolekile. So
kann das Ergebnis entweder als prozentualer Anteil an positiven Zellen von der
Gesamtzellzahl angegeben werden oder als mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI), die sich aus dem arithmetischen Mittel der Fluoreszenzintensitaten aller

im Analysefenster befindlichen Ereignisse errechnet.

Vor jeder Zahlreihe muss das Zytometer durch Messung einer Isotypkontrolle
eingestellt werden. Hierbei wird eine Zellsuspension mit unspezifisch bindenden
Antikorpern angefarbt und dient als Negativkontrolle. Damit kann der
Messbereich festgelegt werden, der als negativ fur das entsprechend markierte

Antigen zu werten ist.
In dieser Arbeit wurde ein FACSCalibur Durchflusszytometer (BD Pharmingen,
NJ, USA) verwendet. Es arbeitet mit einem Argonlaser. Die Auswertung der

mittels des FACS-Gerates gewonnenen Ergebnisse erfolgte entweder mit CELL
Quest (Version 3.2.1) oder FlowJo Software (Version 2.7.8).

2.4 Zytokinmessung mit ,,Enzyme-linked immunosorbent assays*

Interferon-y

Um die IFN-y Konzentration der Proben zu bestimmen, wurde ein kommerzieller

muriner Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Endogen, Woburn, USA)
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verwendet. Im ersten Schritt wurden die entsprechend des Nachweisbereiches
verdunnten Proben und die Standards in eine vorher mit Anti-murin-IFN-y-
Antikdrper beschichtete 96-well Kulturplatte pipettiert. Im zweiten Schritt wurde
ein biotinylierter Anti-IFN-y-Antikdrper hinzugefugt und fur eine Stunde inkubiert.
Als nachstes wurde ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat hinzugefugt, das
innerhalb der Inkubationszeit von 30 min an das vorhandene Biotin bindet. Nicht
gebundenes Konjugat wurde in einem Waschschritt entfernt. Der Streptavidin-
Peroxidase-Komplex wurde durch die Zugabe einer Substratlbsung zu einem
Farbstoff entwickelt und die Farbintensitat nach Zugabe einer Stop-Losung mit
Hilfe eines ELISA-Readers (Dynatech-Laboratories, Guernsey, GB)
photometrisch bestimmt. Der verwendete ELISA hat eine Sensitivitat von

< 10 pg/ml und einen Messbereich von 15 bis 3000 pg IFN-y/ml.

Tumor-Nekrose-Faktor-a

Die Messung des murinen TNF-a funktionierte analog. Einzige Ausnahme war
eine gemeinsame Gabe der Probe bzw. des Standards und des biotinylierten
Antikorpers mit anschlieBender zweistundiger Inkubation. Der murine TNF-a.-
ELISA hatte eine Sensitivitat von < 10 pg/ml und einen Messbereich von 10 bis
2450 pg TNF-a/ml.

2.5 Bradford-Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinbestimmung im Koloneluat erfolgte colorimetrisch mit Serva
Blau nach der von Bradford beschriebenen Methode (Bradford 1976). Dazu
wurde eine Stammldsung aus 0,1 g/ml Bovines Serum Albumin (BSA) mit Aqua
dest. zu 50, 100, 200, 400, 600, 800 und 1000 yg/ml Standardlosungen
verdunnt. Die Bradford-Reagenz wurde zu vier Teilen mit Aqua dest. gemischt.
Nun wurden 10 pyl des Standards bzw. der Proben auf eine 96-well
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 200 yl verdunntem Bradford-Reagenz
vermischt. Nach 5 Minuten wurden die Konzentrationen mit einem ELISA-
Reader (OD 595 nm) bestimmt.
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2.6 Tiere und Tierhaltung

2.6.1 Tierversuchsantrag

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchsvorhaben wurden
gemeinsam mit dem Tierschutzbeauftragten der Innenstadtkliniken (Prof. Dr.
med. vet. EImar Richter) und dem Tierstallbeauftragten der Medizinischen Klinik
(Prof. Dr. med. Roland Gartner) zwei Tierschutzantrage nach §8 Absatz 1 des
Tierschutzgesetzes fur die Bundesrepublik Deutschland (BGBI 1986) an die

Regierung von Oberbayern gestellt und genehmigt.

2.6.2 Tierbeschaffung

Als Versuchstiere wurden vorwiegend 6 bis 8 Wochen alte, 20 bis 22 ¢
schwere, weibliche Bagg-albino/c (Balb/c)-Mause (Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen) benutzt. Balb-Mause wurden 1913 von der Firma Bagg entwickelt.
1932 wurden die Rechte auf die Firma Snell Ubertragen, die das /c an den
Namen anhangte. Dieser Mausstamm ist sehr weit verbreitet, gehort zu den
haufigsten drei verwendeten Inzuchtstammen, ist genetisch stabil und
kostengunstig. Von uns wurde dieser Stamm ausgewahlt, da hierzu fur das
DSS-Modell Erfahrungen aus der Literatur und unserem Labor vorlagen
(Okayasu et al. 1990; Hartmann et al. 2000). Weibliche Mause sind in der

Handhabung einfacher, da sie weniger aggressiv als mannliche Mause sind.

2.6.3 Tierhaltung

Im Tierstall der Medizinischen Klinik Innenstadt der LMU Munchen wurden die
Mause in Gruppen zu maximal 5 Tieren gehalten. Es wurden Plastikkafige mit
Edelstahlabdeckung, deren Boden mit Normalstreu ausgelegt war, verwendet.
Die Mause lebten unter kontrollierten Bedingungen bei einem automatisch
gesteuerten 12-stundigen hell/dunkel Rhythmus, 22°C Raumtemperatur und
65 % Luftfeuchtigkeit. Als Nahrung erhielten die Tiere kommerziell erhaltliches

Standardmausefutter und Trinkwasser ad libitum bzw. wahrend der Versuche
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DSS geldst in Aqua ad injectabile ad libitum. Die Tiere wurden fruhestens acht
Tage nach Ankunft in die Versuche aufgenommen, um eine Akklimatisierung an

die vorgegebenen Bedingungen zu gewahrleisten.

2.6.4 Anasthesie und Euthanasie der Mause

Zur Anasthesie der Mause wurden diese in einen Glasbehalter gesetzt, der mit
Isofluran ((1-Chlor-2,2,2,-triflourethyl)difluormethylether, Rhodia Limited, Bristol,
GB) getrankten Zellstoff enthielt. Die Narkotisierung der Tiere dauerte etwa 30
Sekunden. In schlafendem Zustand wurden die Mause dann durch zervikale
Dislokation des Kopfes getdtet. Die hier verwendete Methode ist in
Ubereinstimmung mit den deutschen Tierschutzgesetzen geeignet, den Tod der

Maus innerhalb von Bruchteilen von Sekunden herbeizufuhren.

2.7 Dextran-Sodium-Sulfat-Modell

Fur unsere Versuchsreihen wurde Dextran-Sodium-Sulfat mit einem
Molekulargewicht von 40.000 Dalton bei ICN Biomedicals GmbH (Eschwede)
verwendet. Zur Herstellung einer Konzentration von 3,5 % wurden 35 g DSS in
1 |1 Aqua ad injectabile (Braun, Melsungen AG) geldst. Die Losung wurde jeweils

frisch angesetzt und zweimal wochentlich gewechselt.

In unseren Versuchen wurde den Mausen uber eine Versuchsdauer von
11 Tagen 3,5 % DSS in Aqua dest. ad libitum angeboten. Die Kontrolltiere
erhielten Trinkwasser ad libitum uber den gleichen Zeitraum. Die Therapie
erfolgte ebenfalls von Tag 1 bis zum Versuchsende, es handelt sich also um ein
prophylaktisches Modell. Die DSS-Konzentrationen fur das Kolitismodell in der
Literatur variieren. Es ist zum einen bekannt, dass die Konzentrationen des
eingekauften DSS bei der Firma ICN von Charge zu Charge variieren. Zum
anderen induziert die gleiche Konzentration an DSS bei verschiedenen
Mausstammen unterschiedliche Schweregrade an Kolitis (Mahler et al. 1998).

Die von uns verwendete Konzentration von 3,5 % DSS wurde aufgrund eines
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Titrierversuches mit Balb/c-Mausen in der Klinischen Pharmakologie als die fur
unsere Einrichtung derzeit Beste gewahlt (Abbildung 7). Wahrend die
Verabreichung von 4 % und 5 % DSS im Trinkwasser eine zu schwere Kolitis
induzierte, bewirkte die 3 % DSS-Konzentration keine fur die Testung von
Pharmaka ausreichenden Entzundungsauspragungen. Am letzten Versuchstag

wurden die Mause getbtet und weiter untersucht.

Klinischer 4 -

Score Gruppe 4% DSS

Gruppe 5% DSS

Gruppe 3% DSS

Gruppe 2% DSS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tage

Abbildung 7. Dextran-Sodium-Sulfat Titrierversuch (n = 5/Gruppe)
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2.8 Therapeutika

Auflésung der Therapiesubstanzen

Roflumilast

Roflumilast wurde uns freundlicherweise von der Firma Altana (ehemals Byk
Gulden Lombergsche Chemiefabrik, Konstanz) zur Verfugung gestellt. Die
Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur und unter Ausschluss von Sonnen- oder
UV-Bestrahlung. Fur die Dosis von 1 mg/kg Korpergewicht (KG) wurden 3 mg
Roflumilast in ein GlasgefaB mit 200 ul Polyethylenglykol 400 (Boehringer
Ingelheim, Heidelberg) gegeben, auf 70°C erhitzt und mit einem Ruhrer
gemischt, bis die Substanz vollstandig gelost war. Danach wurden 29,8 ml einer
4 % Methylcellulose-(Methocel-)Losung (Methylhydroxylpropylcellulose; Dow
Chemicals, Midland, USA) hinzugegeben und bei Raumtemperatur erneut

geruhrt.

Fur die Dosis von 5 mg/kg KG wurden 5 mg Roflumilast in ein GlasgefaB mit
400 pl Polyethylenglykol 400 (Boehringer Ingelheim) gegeben, auf 70°C erhitzt
und mit einem Ruhrer gemischt, bis die Substanz vollstandig gelost war.
Danach wurden 9,6 ml einer 4 % Methocel-Losung hinzugegeben und bei
Raumtemperatur erneut geruhrt. Es entstand eine homogene Suspension, die

an jedem Versuchstag neu angesetzt wurde.

Pumafentrine

Pumafentrine wurde uns freundlicherweise von der Firma Altana zur Verfugung
gestellt. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur in einem geschlossenen,
lichtgeschutzten Glasbehalter. Aufgrund der Loslichkeit wurde auch in diesem
Ansatz 4 % Methocel-Losung verwendet. Die Aufldsung der Substanz erfolgte
wie bei Roflumilast beschrieben. Die Applikationsdosen betrugen 5 mg/kg KG
und 20 mg/kg KG.
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Applikation der Therapiesubstanzen

Die Gabe erfolgte mit Hilfe einer 1 ml Tuberkulinspritze, der ein Katheter der
Lange 8 cm (Innendurchmesser 1 mm) aufgesteckt wurde. Die Substanzen
wurden direkt in den Osophagus der Mause appliziert. Nach der Verabreichung
wurden die Mause uber eine Dauer von etwa drei Minuten weiter beobachtet.
So lasst sich ein eventuelles Regurgitieren der Substanzen feststellen. Das
Applikationsvolumen betrug bei beiden Substanzen 200 pl einmal taglich am

Morgen.

2.9 Quantifizierung der experimentellen Kolitis

Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch den Untersucher zu vermeiden,
wurden alle Versuche geblindet durchgefuhrt. Verschiedene Endpunkte
unterliegen einer variablen Beurteilungsmoglichkeit durch den Beobachter. Um
diesen Faktor zu minimieren, wurde die Bestimmung dieser Parameter bei allen

Versuchen durch in diesem Modell erfahrene Mitarbeiter durchgefuhrt.

2.9.1 Verlauf

Der Versuchsverlauf wurde mit einem klinischen Score bewertet, der sich aus
drei Parametern zusammensetzt: dem prozentualen Gewichtsverlust der Tiere
im Verhaltnis zum Gewicht an Tag 1, der Stuhlkonsistenz und dem Blut im Stuhl
(Siegmund et al. 2001). Fur jeden dieser Parameter wird ein Wert von
0 Punkten (gesund) bis 4 Punkten (schwer ausgepragt) vergeben. Der
Gesamtscore ist der Durchschnitt dieser drei Einzelparameter und reicht somit
ebenfalls von 0 Punkte (gesund) bis 4 Punkte (schwerste Kolitisaktivitat). Er
wurde jeden Morgen bei jedem Tier einmal bestimmt. Der klinische Score
orientiert sich an dem von Cooper und Mitarbeiter verwendeten Disease Activity
Index (Cooper et al. 1993). Murthy und Mitarbeiter konnten zeigen, dass diese
Bewertungsmethode mit spezifischeren Entzundungsparametern korreliert
(Murthy et al. 1993).
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Gewicht

Die Mause wurden jeden Morgen einmal auf einer Kuchenprazisionswaage mit
der Genauigkeit 0,5 g gewogen. Der Gewichtsverlust wurde in die prozentuale
Gewichtsabnahme vom Anfangsgewicht zu Versuchsbeginn umgerechnet und

nach folgendem Schema berechnet (Tabelle 4):

Tabelle 4. Gewichtsverlust Score

Gewichtsabnahme in Prozent
vom Ausgangsgewicht (Tag 1)  Punkte

0 % 0

<5% 1

5 % bis 9,9 % 2

10 % bis 20 % 3

> 20 % 4
Stuhlkonsistenz

Zur Bestimmung der Stuhlkonsistenz wurde von den Mausen nach dem Wiegen

eine Stuhlprobe gewonnen. Die Stuhlkonsistenz wurde nach folgenden Kriterien
mit Punkten bewertet (Tabelle 5):

Tabelle 5. Stuhlkonsistenz Score

Stuhlkonsistenz Punkte

Normal geformt 0

Weich, deformiert,

nicht am Anus klebend 2

Flussig, am Anus klebend

Durchfall 4
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Blut im Stuhl

Die gewonnenen Stuhlproben wurden auf makroskopisch sichtbare
Blutbeimengungen und auf okkultes, nur auf Hemocare-Testbriefchen
darstellbares Blut hin untersucht. Die Punkte fur den klinischen Score wurden

wie folgt vergeben (Tabelle 6):

Tabelle 6. Blut im Stuhl Score

Blutungsstarke Punkte
Negativer Hamoccult 0
Positiver Hamoccult 2

Makroskopisch sichtbare

Blutbeimengung 4

Der klinische Score wurde von zwei Untersuchern geblindet durchgefuhrt, mit
Aufdeckung der Versuchsreihe am Ende jedes Versuches. Mause, die im
Versuchsverlauf gestorben waren, wurden mit einem klinischen Score von 4
(schwerste Kolitisaktivitat) bis zum Ende des Versuches bewertet. Gestorbene
Tiere reprasentieren im Bezug auf den klinischen Score eine Gruppe mit
maximaler Krankheitsauspragung. Jedoch mussten diese Mause aus der
Bewertung der weiteren Endpunkte ausgeschlossen werden, da hier kein

Score, sondern absolute Zahlenwerte bestimmt wurden.

2.9.2 Kolonlange

Post mortem wurde das Abdomen der Tiere eroffnet und das Kolon vom
Caecum bis zur Analdffnung herausprapariert. Danach folgte die Aufbringung
auf eine Zellstoffunterlage, ohne das Kolon zu dehnen, und die Lange wurde
bestimmt. Die Kolonlange ist in diesem Modell ein sehr gut reproduzierbarer,
indirekter Entzindungsparameter. In der Literatur wurde diese Methode bereits

mehrfach beschrieben (Okayasu et al. 1990, Bennett et al. 1997, Hartmann et
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al. 2000). Sie korreliert mit den pathologischen Veranderungen im Kolon
(Okayasu et al. 1990).

2.9.3 Histologischer Score

Nach Messung der Kolonlange wurde ein 0,5 cm langer Ring aus dem Kolon
transversum herausgeschnitten und in 10 % Formalin (Sigma) in 2 ml
Eppendorfrohrchen eingelegt. Die Einbettung in Paraffin, die Anfertigung der
Schnitte, die Hamatoxilin-Eosin-Farbung und die histologische Beurteilung der
Praparate wurde nach Blindung der Proben durch Prof. Dr. Hans-Anton Lehr
(Pathologisches Institut der Johannes-Gutenberg-Universitat in Mainz)
durchgefuhrt. Der histologische Score bewertet zwei Parameter, die Infiltration
der Darmwand durch Entzundungszellen und die Gewebeschaden. Beide
HilfsgroBen werden von 0 Punkte (keine Auspragung) bis 3 Punkte (starke
Auspragung des Merkmales) beurteilt. Der Gesamtscore ist die Summe beider
Parameter, reicht also von 0 Punkten (kein Entzundungszellinfiltrat, keine
Gewebeschaden) bis 6 Punkten (starke Infiltration, massive Gewebeschaden).
Dieser Score lehnt sich an das Bewertungssystem von Dieleman et al. 1994 an
und wurde von Prof. Lehr weiterentwickelt. Die genauen Kriterien der

Punktevergabe kbnnen Tabelle 7 enthommen werden.

Tabelle 7. Histologischer Score

Infiltration durch Entzindungszellen Punkte
Keine bis seltene Infiltration der Lamina Propria 0
Verstarkte Infiltration der Lamina Propria 1

Konfluenz der Entzindungszellen,

Ausbreitung bis in die Submukosa 2
Transmurale Ausdehnung 3
Gewebeschaden Punkte
Keine Beschadigung der Mukosa 0
Diskrete fokale lymphoepitheliale Lasionen 1
Erosion/Ulzeration der Mukosa 2

Transmurale Mukosaschaden 3
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2.9.4 Zytokinmessung im Koloneluat

Die Zytokinmessung wurde nach dem Protokoll von Hartmann et al. 2000 und
Siegmund et al. 2001 durchgefuhrt. Zur Zytokinextraktion aus dem
Kolongewebe wurden Kolonabschnitte von etwa 4 cm abgetrennt und mit
,Phosphate-buffered saline” (PBS), versetzt mit 100 U/ml Penicillin und
100 pug/ml Streptomycin (beide Sigma) gespult. Die Proben wurden in 100 ul
PBS in einem 1,5 ml Eppendorfrohrchen eingelegt und bei -80°C bis zur
weiteren Verarbeitung tiefgefroren. Nach dem Auftauen wurden die Kolonstucke
gewogen. Es folgte ein einminutiger Mischvorgang auf einem Ruttler (Vortex
VF2, Fa. Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz), ehe die Versuchsstucke bei
10.000 g und 4°C fur 15 min in der Ultrazentrifuge zentrifugiert wurden. Aus
dem entstehenden Uberstand wurde die Zytokinkonzentration mittels eines
kommerziellen ELISA-Kits (siehe 2.4) bestimmt und das Ergebnis im Verhaltnis

zum Gewicht der Proben bzw. im Verhaltnis zum Gesamtprotein angegeben.

2.9.5 Bestimmung des Milzgewichtes

Nach steriler Entnahme der Milzen wurden diese in vorher abgewogene 1,5 ml
Eppendorf-GefaBe in Kulturmedium gegeben. Aus der Gewichtsdifferenz

konnte das Milzgewicht bestimmt werden.

2.9.6 Isolation der Splenozyten

Die Splenozyten wurden in Anlehnung an das Protokoll vom Coligan und
Mitarbeitern isoliert (Coligan et al. 1992). Nach dem Wiegen wurden die Milzen
unter Spulung mit 10 ml gekuhltem Kulturmedium mit Hilfe eines Plastikstabes
durch einen Nylonfilter (PorengroBe 100 ym) gepresst und die entstehende
Zellsuspension in einem 50 ml Rohrchen aufgefangen. Nach einem
Zentrifugationsschritt (520 g, 10 min, 4°C, Beschleunigungsfaktor 9,
Bremsfaktor 4) und dem Dekantieren des Uberstandes wurde das verbleibende
Zellpellet fur 12 min in einen Erythrozyten-Lyse-Puffer (Lysing Reagent, Ortho-

Clinical Diagnostics GmbH, Neckargemund) aufgenommen. Der verwendete
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Puffer fuhrt zu einer Anhaufung von Ammoniumchlorid im Erythrozyten und
damit zu einem Anstieg des osmotischen Druckes. Dies bewirkt ein Platzen der
Zellmembran. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 10 ml
Kulturmedium, dem 1 % humanes Serum (Sigma) beigegeben war,
aufgenommen und die Zellzahl nach Trypanblau-Farbung mit Hilfe einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.9.7 Zellkultur der Splenozyten

Die Splenozytensuspension wurde auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml
verdunnt. In einer 48-well Zellkulturplatte wurden 250 yl Medium oder der
entsprechende Stimulus (LPS oder PMA/Calcimycin) vorgelegt und 250 ul der
Splenozytensuspension dazugegeben. Die nun in einer Konzentration von
2,5x10° Zellen/ml vorliegenden Splenozyten wurden fur 20 h in einem
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen entweder nach drei Frier-Tau-
Zyklen bei -80°C zur spateren Zytokinmessung mit ELISA (siehe 2.4)
tiefgefroren (so kann neben den Zytokinen im Uberstand auch das Lysat der
Splenozyten in die Messung miteinbezogen werden) oder zur Analyse mit

Durchflusszytometrie vorbereitet.

2.9.8 Durchflusszytometrie-Analyse der Splenozyten

Nach Ende der Inkubationszeit wurden etwa 1x 10° Zellen in ein
Reagenzrohrchen gegeben, zentrifugiert (520 g, 10 min, 4°C,
Beschleunigungsfaktor 9, Bremsfaktor 4) und das Pellet in 1 ml gekuhltem
Kulturmedium aufgenommen. Nach Farbung und Viabilitatsnachweis mit
Trypanblau wurden die Zellen gezahlt, auf eine Konzentration von 4 x 10°
Zellen/ml gebracht und erneut gewaschen. 50 ul dieser Suspension, d. h. 2 x
10° Splenozyten, wurden in ein neues Reagenzrohrchen pipettiert und gekunhlt.

Zur Unterscheidung verschiedener Subpopulationen und des Aktivierungs-
grades der Splenozyten wurden folgende FITC und PE markierte Antikbrper

gegen subtypenspezifische Zelloberflachenantigene verwendet: Die Hase-Anti-
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Maus Antikorper gegen CD3¢ (PE), CD4 (PE und FITC), CD8a (FITC),
CD19 (FITC), CD45R (PE), CD69 (PE) und Ly6G (PE) sowie die
entsprechenden Isotypkontrollen. MoMa-2 (FITC) stammt von Serotec (Biozol,

Eching). Das Prinzip der Durchflusszytometrie ist unter Punkt 2.3 beschrieben.

2.10 Software und Statistik

Die Ergebnisse werden als arithmetische Mittel angegeben. Die Streuung wird
als ,standard error of mean“ Standardfehler des Mittels (SEM) dargestellt. Der
Vergleich der Mittelwerte wurde durch Anwendung einer ANOVA-Analyse und
eines Bonferroni-Dunn-Tests gepruft. Signifikante Unterschiede wurden fur
p < 0,05 angenommen. Alle statistischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des

Programms StatView 4.51 (Abacus Concepts, Calabasas, USA) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Therapeutische Wirkungen von Roflumilast

3.1.1 Versuchsaufbau

Es wurde zunachst der Effekt von Roflumilast auf die DSS-induzierte Kolitis
untersucht. Hierzu wurde den Mausen 11 Tage lang 3,5 % DSS im Trinkwasser
verabreicht, Kontrollmause bekamen reines Trinkwasser. Zur Therapie bzw.
Kontrolle wurde den Mausen Roflumilast in den Konzentrationen 1 mg/kg KG
bzw. 5 mg/kg KG oder Methocel 4 % als Tragersubstanz/Kontrolle einmal
taglich per os ebenso uUber die gesamte Versuchsdauer von 11 Tagen
appliziert. Ziel war die Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve. Die hier
eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen waren im murinen LPS-Endotoxinmodell
wirksam. Dieses Experiment wurde in zwei unabhangigen Versuchsreihen

durchgefuhrt.

3.1.2 Klinischer Score

Die Tiere, die mit DSS versetztes Trinkwasser und Methocel 4 % bekamen,
entwickelten klinische Zeichen einer Kolitis, definiert durch einen klinischen
Score > 0,5, beginnend an Tag 2 (Abbildung 8). Bei oraler Gabe von
Roflumilast traten Kolitiszeichen erstmals an Tag 4 auf, jedoch verminderten
sich die klinischen Auswirkungen der Kolitis wahrend der ersten 6 Tage im
Vergleich mit den DSS-Methocel-Tieren nicht. Ab Tag 7 kam es bei der Dosis
von 5 mg/kg KG zu einer Senkung des klinischen Scores (1,2 + 0,2 bei den
DSS-Mausen mit der 5 mg/kg KG Dosis; 1,7 + 0,2 bei den Mausen mit der
1 mg/kg KG Dosis und 2,4 +0,3 in der DSS-Methocel-Gruppe). Diese
Verbesserung war bei der 5 mg/kg KG-Gruppe ab dem zehnten (p < 0,01) und
bei der 1 mg/kg KG Dosis ab dem elften Versuchstag (p < 0,05) statistisch
signifikant gegenuber der DSS-Methocel-Gruppe (Versuchstag 11: 2,3 + 0,3 bei
den DSS-Mausen mit der 5 mg/kg KG Dosis; 3,3 + 0,3 bei den DSS-Mausen mit
1 mg/kg KG Dosis und 4,0 in der DSS-Methocel-Gruppe; n = 8; Abbildung 8).
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Die Kontrollgruppen, die kein DSS und Roflumilast 5 mg/kg KG bzw.
Methocel 4 % erhielten, zeigten keine klinischen Zeichen einer Kolitis. Jeder
Parameter des klinischen Scores (Blut im Stuhl, Stuhlkonsistenz und
Gewichtsverlust; fur die Bedeutung des klinischen Scores siehe 2.9.1) und
damit auch der Gesamtscore wurde durch die Gabe von Roflumilast

dosisabhangig verbessert.

Ein Tier aus der 5 mg/kg KG Roflumilast Gruppe starb wahrend des
Versuchsverlaufes. Dies war vermutlich auf das geringe Anfangsgewicht des
Tieres von 17 g und nicht auf eine toxische Wirkung des Medikamentes

zuruckzufuhren.

Klinischer DSS + Methocel
Score ]

Abbildung 8. Wirkung von Roflumilast auf den klinischen Score.

Die Mause erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage. Es wurde
entweder Roflumilast in 2 Dosierungen (1 mg/kg KG oder 5 mg/kg KG)
oder Methocel 4 % einmal taglich oral verabreicht (n = 8). Die Kontrollen
erhielten entweder 5 mg/kg KG Roflumilast (n = 8) oder Methocel 4 %
(n =5). Die Auswirkungen der Kolitis wurden Uber den klinischen Score,
bestehend aus Gewichtsverlust, Blut im Stuhl und Stuhlkonsistenz
bestimmt, der von 0 Punkte (gesund) bis 4 Punkte (schwerste Kolitis)
reicht. Die Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben + SEM.

*p < 0,05, **p < 0,01 vs. DSS + Methocel.
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3.1.3 Kolonlange

Am Tag 11 wurde der Versuch beendet und die Kolonlange als indirekter
morphologischer Entzundungsparameter gemessen. Dieser Endpunkt wurde in
vorherigen Arbeiten als sehr gut reproduzierbare GroBe identifiziert (siehe
2.9.2). Die Kolonlange in den mit Roflumilast behandelten DSS-Gruppen war
dosisabhangig geringer verkurzt (10,9 + 0,3 cm in der 5 mg/kg KG-Gruppe,
p <0,001; 9,6 = 0,2 in der 1 mg/kg KG-Gruppe, p < 0,01) als das Kolon in der
DSS-Methocel-Gruppe (7,9 + 0,2 cm; Abbildung 9). Die Kontrollen zeigten die
langste Kolonlange (14,4 +0,4 cm in der 5 mg/kg KG Roflumilast-
Kontrollgruppe; 13,1 £ 0,2 cm in der Methocel-Kontrollgruppe).

DSS + 1 mg/kg Roflumilast H% %
DSS + 5 mg/kg Roflumilast H % % %
Methocel |'I
5 mg/kg Roflumilast H
T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Kolonlange in cm

Abbildung 9. Wirkung von Roflumilast auf die Kolonlange.

Die Mause erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage. Es wurde
entweder Roflumilast in 2 Dosierungen (1 mg/kg KG oder 5 mg/kg KG)
oder Methocel 4 % einmal taglich oral verabreicht (n = 8). Die Kontrollen
erhielten entweder 5 mg/kg KG Roflumilast (n = 8) oder Methocel 4 %
(n =5). Die Auswirkungen der Kolitis wurden post mortem tuber Messung
der Kolonlange an Tag 11 bestimmt. Die Werte sind als arithmetisches
Mittel angegeben + SEM. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. DSS + Methocel.



43

3.1.4 Histologischer Score

Die histologische Auswertung der Abschnitte des Kolon transversum (siehe
2.9.3) zeigte bei den Mausen aus den DSS-Gruppen multiple erosive Lasionen
und eine Infiltration der Darmwand durch Entzundungszellen. Diese bestanden
hauptsachlich aus Makrophagen mit wenigen Lymphozyten und gelegentlich
auftretenden eosinophilen und neutrophilen Granulozyten. Die Gabe von
Roflumilast Uuber 11 Tage fuhrte zu einem Trend zur Senkung des
histologischen Scores (4,0 + 0,3 bei den 1 mg/kg KG DSS-Roflumilast-Mausen;
3,6 +£ 0,3 bei der 5 mg/kg KG Roflumilast-Gruppe; nicht signifikant) gegenuber
den Mausen mit DSS und Methocel (4,3 = 0,4; Abbildung 10). Bei den
Kontrolltieren konnten weder bei der Roflumilast-Behandlungsgruppe (0,5 + 0,2)
noch bei den Methocel-Mausen (0,4 + 0,2) histologische Zeichen einer

Entzindung festgestellt werden.

Histologischer g -

Score
5 -
n.s.

4 I n.s

3 .

2 o

1 4

0 T T T T —

DSS + DSS + DSS + Methocel Roflumilast
Methocel Roflumilast  Roflumilast 5 mg/kg

1 mg/kg 5 mg/kg

Abbildung 10. Effekt von Roflumilast auf den histologischen Score.

Die Versuchstiere erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage. Die
Mause wurden uber die gesamte Versuchsdauer einmal taglich entweder
mit Roflumilast in 2 verschiedenen Dosierungen (1 mg/kg KG oder 5
mg/kg KG, n = 8) oder Methocel (beides oral n = 8 bei der DSS Gruppe,
n =5 bei den Kontrollen) behandelt. Kolonabschnitte des Kolon
transversum wurden nach Versuchsende mit Hilfe eines Scores auf
histologische Entzundungszeichen hin untersucht. Der Score reicht von
0 Punkte (keine Entzundungszeichen) bis 6 Punkte (starke Infiltration
durch Entziindungszellen und massiver Gewebeschaden). Die Werte sind
als arithmetisches Mittel angegeben + SEM. n. s. = nicht signifikant vs.
DSS + Methocel.
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3.1.5 Tumor-Nekrose-Faktor-a-Konzentration im Kolongewebe

An Tag 11 wurden die Kolonproben, wie unter Punkt 2.9.4 beschrieben, zur
Messung der TNF-a-Konzentration im Kolongewebe mittels ELISA vorbereitet.
Die DSS-Methocelgruppe zeigte die hbchsten Konzentrationen an TNF-a
(183 = 20 pg/ml/100 mg Kolongewebe). Es konnte eine dosisabhangige TNF-a-
Suppression fur Roflumilast nachgewiesen werden, wobei die Suppression
durch die Behandlung mit 5 mg/kg statistisch signifikant war
(165 = 9 pg/ml/100 mg Kolongewebe in der DSS-Roflumilast 1 mg/kg KG
Gruppe, nicht signifikant, und 134 + 27 pg/ml/100 mg Kolongewebe bei den
DSS-Roflumilast 5 mg/kg KG Mausen, p < 0,05; Abbildung 11). Die mit
5 mg/kg KG Roflumilast behandelten Kontrolltiere zeigten eine Konzentration an

TNF-a im Kolongewebe von 137 + 17 pg/ml/100 mg Kolongewebe.

TNF-a 250 -
(pg/mi/100 mg
Kolongewebe)
200 A
n.s.
me *
150 o '|'
100 ~
50 -
0 T T I 1
DSS + DSS + DSS + Roflumilast
Methocel Roflumilast Roflumilast 5 mg/kg
1 mg/kg 5 mg/kg

Abbildung 11. Wirkung von Roflumilast auf die TNF-a-Konzentration im
Kolongewebe.

Die Versuchstiere erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage.
Uber die gesamte Versuchsdauer wurde einmal taglich entweder
Roflumilast in 2 verschiedenen Dosierungen (1 mg/kg KG oder
5 mg/kg KG) oder Methocel 4 % (beides oral; n = 8) verabreicht. An
Tag 11 wurde die TNF-a-Konzentration im Kolongewebe gemessen. Die
Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben + SEM. n. s. = nicht
signifikant, *p < 0,05 vs. DSS + Methocel.
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3.1.6 Milzgewicht

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass das Milzgewicht in Tieren mit
induzierter DSS-Kolitis im Versuchsverlauf zunimmt und einen Parameter der
systemischen Entzundungsreaktion darstellt. Am Ende des Versuches zeigte
die DSS-Methocel-Gruppe ein Milzgewicht von 140 + 5 mg. Die VergroBerung
des Milzgewichtes in den DSS-Gruppen wurde durch Gabe von 1 mg/kg KG
Roflumilast auf 103 11 mg (p <0,05) und durch Applikation der
5 mg/kg KG Dosis Roflumilast auf 92 + 7 mg (p < 0,01) gegenuber der DSS-
Methocel-Gruppe vermindert (Abbildung 12). Die Kontrolltiere ohne DSS im
Trinkwasser zeigten das geringste Gewicht (73 + 2 mg in der 5 mg/kg KG
Roflumilast-Gruppe und 85 + 8 mg in der Methocelkontrollgruppe).

Milzgewicht
(mg) 160
1201 *
1 I
80 -
40 4
0 T T o T T 1
DSS + DSS + DSS + Methocel Roflumilast
Methocel Roflumilast Roflumilast 5 mg/kg
1 mg/kg 5 mg/kg

Abbildung 12. Effekt von Roflumilast auf das Milzgewicht.

Die Versuchstiere erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage.
Uber die gesamte Versuchsdauer wurde einmal taglich entweder
Roflumilast in 2 verschiedenen Dosierungen (1 mg/kg oder 5 mg/kg;
n = 8) oder Methocel 4 % (beides oral; n = 8 bzw. n = 5) verabreicht. An
Tag 11 wurde das Milzgewicht der Tiere bestimmt. Die Werte sind als
arithmetisches Mittel angegeben + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. DSS +
Methocel.
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3.2 Therapeutische Wirkungen von Pumafentrine

Die Wirksamkeit der Blockade der PDE Typ 4 durch Roflumilast in der DSS-
Kolitis veranlasste uns, die Auswirkungen einer dualselektiven Hemmung der
PDE Typ 3 und Typ 4 in unserem Modell zu untersuchen. Hierzu verwendeten

wir die Substanz Pumafentrine.

3.2.1 Versuchsaufbau

Der Effekt von Pumafentrine auf die Entstehung einer Kolitis im
prophylaktischen DSS-Modell wurde anhand einer Dosis-Wirkungs-Kurve in
drei verschiedenen Dosierungen untersucht. Analog der Testung von
Roflumilast wurde den Mausen 11 Tage lang 3,5 % DSS im Trinkwasser
verabreicht, Kontrollmause bekamen reines Trinkwasser. Wir teilten die
Testung von Pumafentrine in 2 Versuchsansatze auf. Im ersten Protokoll
verwendeten wir die Dosierungen 5 mg/kg KG und 20 mg/kg KG bzw.
Methocel 4 %. Im zweiten Ansatz wurde die 5 mg/kg KG Dosis mit der
1,5 mg/kg KG Dosis bzw. Methocel 4 % verglichen. Die Applikation erfolgte

einmal taglich. In jeder Versuchsgruppe waren jeweils 8 Mause.

3.2.2 Klinischer Score

Die Mause, die DSS und Methocel erhielten, entwickelten erste klinische
Zeichen einer Kolitis, definiert durch einen klinischen Score > 0,5, beginnend
mit Tag 4. Sowohl die Verabreichung der 5 mg/kg KG als auch der
20 mg/kg KG-Dosis Pumafentrine verzogerte das Auftreten klinischer
Kolitiszeichen bis zu Tag 6 und fuhrte zu einer geringeren
Entzindungsauspragung bis Tag 7 (0,8 = 0,2 in der 5 mg/kg KG DSS-Gruppe
und 1,2 + 0,2 bei den 20 mg/kg KG DSS-Tieren gegenuber 2,3 + 0,2 in der
DSS-Methocel-Gruppe). Jedoch bewirkte im weiteren Versuchsverlauf nur die
5 mg/kg KG-Dosis Pumafentrine eine signifikante Senkung des klinischen
Scores, beginnend mit Tag 6 bis zum Versuchsende an Tag 11 (2,2 = 0,3 bei
den 5 mg/kg KG DSS-Mausen, p < 0,05 bzw. p < 0,01) gegenuber 3,5+ 0,3 in
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der 20 mg/kg KG DSS-Gruppe und 3,7 + 0,1 in der DSS-Methocel-Gruppe
(Abbildung 13). Die Gabe von 1,5 mg/kg KG Pumafentrine verzogerte das
Auftreten der Kolitiszeichen nicht (klinischer Score an Tag 4: 0,8 + 0,1) und
beeinflusste auch im weiteren Verlauf nicht den klinischen Score (klinischer
Score Tag 11: 3,5+ 0,3 in der 1,5 mg/kg KG DSS-Gruppe gegenuber 3,7 + 0,1
in der DSS-Methocel-Gruppe, nicht signifikant). Die Kontrollen, die normales
Trinkwasser und zusatzlich Pumafentrine der Dosis 5 mg/kg KG bzw.
20 mg/kg KG oder Methocel 4 % erhielten, blieben wahrend des gesamten
Versuchsverlaufes unterhalb eines Scores von 0,5. Wahrend der Pumafentrine-

Versuche starben 4 Tiere aus der DSS-Methocel Gruppe.

Klinischer 4 . DSS + Methocel 4%
Score

n.s.
DSS + 1,5 mg/kg Pumafentrine
3 1 DSS + 20 mg/kg Pumafentrine

*% *%* *%*

2 * %

DSS + 5 mg/kg Pumafentrine

1 *
Kontrollen
0 LT R U U \Y
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tage

Abbildung 13. Wirkung von Pumafentrine auf die experimentelle Kolitis
der Maus.

Die Mause erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage. Es wurde
entweder Pumafentrine in drei Dosierungen [1,5 mg/kg
(n =8), 5 mg/kg KG (n = 16) und 20 mg/kg KG (n = 8)] oder Methocel 4 %
(n = 16) einmal taglich oral verabreicht. Die Kontrollen erhielten entweder
5 mg/kg KG oder 20 mg/kg KG Pumafentrine (n = 8) oder Methocel 4 %
(n = 8). Die Auswirkungen der Kolitis wurden uber den klinischen Score,
bestehend aus Gewichtsverlust, Blut im Stuhl und Stuhlkonsistenz
bestimmt, der von 0 Punkte (gesund) bis 4 Punkte (schwerste Kolitis)
reicht. Die Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben + SEM.
n. s. = nicht signifikant, *p < 0,05, **p < 0,01 vs. DSS + Methocel.
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3.2.3 Kolonlange

Am Tag 11 wurde der Versuch beendet und die Kolonlange, wie bereits oben
beschrieben, als indirekter morphologischer Entzundungsparameter gemessen
(Abbildung 14). Die DSS-Methocel-Gruppe zeigte im Mittel die starkste
Verkurzung der Kolonlange im Versuchsverlauf (9,0 +£ 0,2 cm). Durch Therapie
mit Pumafentrine kam es zu einer geringeren Verkurzung der Kolonlange uber
die Versuchsdauer. Der starkste Effekt wurde bei der 5 mg/kg KG DSS-Gruppe
gemessen (10,9 +0,2cm in der 5 mg/kg KG DSS-Gruppe, p <0,01;
9,6 £ 0,3cm bei den 20 mg/kg KG DSS-Tieren und 9,5+ 0,4 cm in der
1,5 mg/kg KG DSS-Gruppe, beide nicht signifikant). Bei den Kontrollen war die
Kolonlange am langsten (14,2 + 0,2 in der Methocel-Gruppe, 13,7 + 0,3 bei den
20 mg/kg KG-Tieren und 13,6 + 0,2 bei den 5 mg/kg KG-Tieren).

DSS + 1,5 mg/kg Pumafentrine |—| n.s.
DSS + 5 mg/kg Pumafentrine H%*
DSS + 20 mg/kg Pumafentrine Hn.s.
Methocel 4% |"
20 mg/kg Pumafentrine . |-|

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Kolonlange in cm

Abbildung 14. Effekt von Pumafentrine auf die Kolonlange.

Die Mause erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage. Es wurde
entweder Pumafentrine in drei Dosierungen [1,5 mg/kg KG (n = 8),
5 mg/kg KG (n = 16) und 20 mg/kg KG (n = 8)] oder Methocel 4 % (n = 12)
einmal taglich oral verabreicht. Die Kontrollen erhielten entweder
5 mg/kg KG (n =8) oder 20 mg/kg KG (n =8) Pumafentrine bzw.
Methocel 4 % (n = 8). Die Auswirkungen der Kolitis wurden post mortem
uber Messung der Kolonlange an Tag 11 bestimmt. Die Werte sind als
arithmetisches Mittel angegeben + SEM. n. s. = nicht signifikant,
**p < 0,01 vs. DSS + Methocel.
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3.2.4 Histologischer Score

Auch in dieser Versuchsserie konnten bei den DSS-exponierten Tieren im
Kolon histologisch multiple erosive Lasionen und eine Infiltration der Darmwand
durch Entzundungszellen nachgewiesen werden, und auch hier waren vor allem
Makrophagen und Lymphozyten sowie gelegentlich eosinophile und neutrophile
Granulozyten zu finden. Die Gabe von 5 mg/kg KG Pumafentrine Uber die
Versuchsdauer fuhrte zu einer Senkung des histologischen Scores, bestimmt
an Tag 11, gegenuber den drei anderen DSS-Gruppen (Abbildung 15). Die
Behandlung der Versuchstiere mit der 1,5 bzw. der 20 mg/kg KG Dosis bewirkte
sogar einen Anstieg der histologischen Entzundungsparameter. Die
beobachteten Veranderungen waren nicht statistisch signifikant (3,7 + 0,5 in der
5 mg/kg KG DSS-Gruppe; 4,6 + 0,4 bei den 20 mg/kg KG DSS-Tieren, 4,8 + 0,7
in der 1,5 mg/kg KG DSS-Gruppe und 4,3 + 0,4 in der DSS-Methocel-Gruppe).
Bei den Kontrollen, die Trinkwasser und 20 mg/kg KG Pumafentrine oder
Methocel 4 % erhielten, wurden keine histologischen Zeichen einer Kolitis
festgestellt (0,3 + 0,2 in der Methocel-Gruppe und 0,6 + 0,2 in der 20 mg/kg KG-
Gruppe).
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Abbildung 15. Wirkung von Pumafentrine auf den histologischen Score.
Die Versuchstiere erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage. Die
Mause wurden uber die gesamte Versuchsdauer einmal taglich entweder
mit Pumafentrine in drei verschiedenen Dosierungen [1,5 mg/kg KG
(n=8), 5mg/kg KG (n=16) oder 20 mg/kg KG (n = 8)] oder
Methocel 4 % [beides oral (n = 8)] behandelt. Kolonabschnitte des Kolon
transversum wurden nach Versuchsende mit Hilfe eines Scores auf
histologische Entzundungszeichen hin untersucht. Der Score reicht von
0 Punkte (keine Entziundungszeichen) bis 6 Punkte (maximale
Entzundung). Die Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben + SEM.
n. s. = nicht signifikant vs. DSS + Methocel.

3.2.5 Tumor-Nekrose-Faktor-a-Konzentration im Kolongewebe

Zur Messung der TNF-a-Konzentration im Kolongewebe wurde die
Zytokinkonzentration im Verhaltnis zum Gesamtgewicht des Kolongewebes
bestimmt (siehe 2.9.4). In der DSS-Methocelgruppe wurden die hdchsten
Konzentrationen an TNF-a gemessen (108 + 18 pg/ml/100 mg Kolongewebe;
Abbildung 16). Durch die Behandlung mit Pumafentrine wurde die
Zytokinexpression von TNF-a im Kolongewebe signifikant gesenkt
(50 = 16 pg/ml/100 mg Kolongewebe in der 5 mg/kg KG DSS-Gruppe, p < 0,05;
45 + 7 pg/mi/100 mg Kolongewebe in der 20 mg/kg KG DSS-Gruppe, p < 0,05).
Die mit 20 mg/kg KG Pumafentrine oder Methocel 4 % behandelten
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Kontrolltiere zeigten eine TNF-a-Konzentration im Kolongewebe von

60 + 10 pg/ml/100 mg Kolongewebe bzw. 42 + 13 pg/ml/100mg Kolongewebe.

TNF-a
(pg/mi/100 mg
Kolongewebe)

140 1
120 4
100 -
80 -

*
60 A T

40 -

— %
-

20 -

0 T T T T

DSS + DSS + DSS + Methocel Pumafentrine
Methocel ~ Pumafentrine Pumafentrine 20 mg/kg
20 mg/kg 5 mg/kg

Abbildung 16. Effekt von Pumafentrine auf die TNF-a-Konzentration im
Kolongewebe.

Die Versuchstiere erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage.
Uber die gesamte Versuchsdauer wurde einmal taglich entweder
Pumafentrine in 2 verschiedenen Dosierungen [5 mg/kg KG oder
20 mg/kg KG (n = 8)] oder Methocel 4 % (beides oral; n = 4) verabreicht.
Die Kolonabschnitte wurden wie unter 2.9.4 beschrieben zur
Zytokinmessung mittels ELISA vorbereitet. Die Werte sind als
arithmetisches Mittel angegeben + SEM. *p < 0,05 vs. DSS + Methocel.

3.2.6 Milzgewicht

Wie bereits bei vorangehenden Experimenten gezeigt, hatten auch hier die
DSS-Methocel-Mause am Ende des Versuches ein durchschnittlich hdheres
Milzgewicht (149 + 18 mg) als die Kontrolltiere ohne DSS im Trinkwasser
(58 £ 5 mg in der Methocel-Gruppe, 76 +4 mg in der 20 mg/kg KG
Pumafentrine-Gruppe und 92 + 9 mg bei den 5 mg/kg KG Kontrolltieren;
Abbildung 17). Uberraschenderweise fuhrte die Applikation von Pumafentrine

Uuber die Versuchsdauer von 11 Tagen zu einem weiteren Anstieg des
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Milzgewichtes (154 = 10 in der 20 mg/kg KG DSS-Gruppe, 156 + 12 bei den
5 mg/kg KG DSS-Tieren und 178 + 18 mg in der 1,5 mg/kg KG DSS-Gruppe).

Milzgewicht
(mg)
200 A n_-l_S-
l n.s. n.s.
160 - | T
120 -
80 -
. T
40 4
0 = T T o T T T 1
DSS + DSS + DSS + DSS + Methocel 20 mg/kg
Methocel 1,5 mg/kg 5 mg/kg 20 mg/kg Pumafentrine

Pumafentrine Pumafentrine Pumafentrine

Abbildung 17. Milzgewichte bei Gabe von Pumafentrine.

Die Versuchstiere erhielten 3,5 % DSS im Trinkwasser Uber 11 Tage.
Uber die gesamte Versuchsdauer wurde einmal taglich Pumafentrine in
drei verschiedenen Dosierungen [1,5 mg/kg KG (n =8), 5 mg/kg KG
(n =8) und 20 mg/kg KG (n = 8)] oder Methocel 4 % (beides oral; n = 8)
verabreicht. Die Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben + SEM.

3.2.7 Interferon-y-Synthese stimulierter Splenozyten

Um festzustellen, ob die Gabe von Pumafentrine zur Therapie der DSS-
induzierten Kolitis in vivo die IFN-y Synthese in vitro beeinflusst, wurden die
Splenozyten entweder mit 25 ng/ml PMA plus 500 ng/ml Calcimycin oder
100 ng/ml LPS bzw. Medium uber eine Dauer von 20 h inkubiert.

Die isolierten Splenozyten der DSS-Methocel Mause zeigten nach ex vivo
Stimulation mit PMA plus Calcimycin eine hdhere IFN-y-Synthese von 21 +
6 ng/ml im Vergleich mit den in vivo DSS-Pumafentrine behandelten Gruppen

(8 £4 ng/ml in der 5 mg/kg KG Gruppe und 5 + 1 ng/ml in der 20 mg/kg KG
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Gruppe, p < 0,05; Abbildung 11). Splenozyten der nicht DSS-behandelten
Kontrolltiere (Pumafentrine 20 mg/kg KG) zeigten nach Stimulation mit
PMA/Calcimycin in vitro die hochsten IFN-y-Konzentrationen von 39 + 7 ng/ml.
In Vorversuchen bestanden keine signifikanten Unterschiede in der IFN-y-
Synthese zwischen den mit Pumafentrine und den mit Methocel behandelten

Kontrolltieren. Die unstimulierten Zellen dieser Gruppe produzierten kein IFN-y.

IFNy  5g .

(ng/ml)
l

30
20 -
*
10 -
*
0 4 . . .
DSS + Methocel DSS + 5mg/kg DSS + 20mg/kg 20mg/kg
Pumafentrine Pumafentrine Pumafentrine

Abbildung 18. Effekt von Pumafentrine auf die in vitro IFN-y-Synthese
isolierter Splenozyten nach Stimulation mit PMA/Calcimycin.

Nach der Versuchsdauer von 11 Tagen wurden die Splenozyten wie unter
2.9.6 beschrieben isoliert. Nach 20 h Inkubation mit PMA 25 ng/ml und
Calcimycin 500 ng/ml wurden die Proben durch drei Frier-Tau-Zyklen
aufgeschlossen und die IFN-y-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Die
Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben + SEM. *p < 0,05 vs. DSS
+ Methocel.

Als nachsten Schritt wurden die Splenozyten der Versuchsgruppen in vitro mit
LPS der Konzentration 100 ng/ml stimuliert. Die DSS-Methocel-Gruppe zeigte
im Mittel eine in vitro IFN-y-Synthese der Splenozyten von 158 + 123 pg/ml
(Abbildung 19). Die IFN-y-Expression war in der Pumafentrine behandelten
DSS-Gruppe deutlich supprimiert (60 =30 pg/ml in der 5 mg/kg KG DSS-
Gruppe und 33 + 8 pg/ml in der 20 mg/kg KG DSS-Gruppe, beide nicht

signifikant). Die Kontrolltiere, die im Versuchsverlauf normales Trinkwasser und
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Pumafentrine der Dosis 20 mg/kg KG erhielten, synthetisierten in vitro die
groBte Menge IFN-y mit 3697 + 1775 pg/ml. In Vorversuchen bestanden auch
nach LPS-Stimulation keine signifikanten Unterschiede in der IFN-y-
Konzentration zwischen den Pumafentrine und den Methocel behandelten

Kontrolltieren.

Bei den unstimulierten Splenozyten (20 h Inkubation mit Medium) zeigten sich
zwischen den Versuchsgruppen keine Unterschiede in der Konzentration von
IFN-y.

IFN-y 410000 -
(pg/ml) T
1000 -
100 4 n.s.
n.s. !
T
10 H
14 T T T 1
DSS + DSS + DSS + Pumafentrine
Methocel Pumafentrine Pumafentrine 20 mg/kg
20 mg/kg 5 mg/kg

Abbildung 19. Wirkung von Pumafentrine auf die in vitro IFN-y Synthese
isolierter Splenozyten nach Stimulation mit LPS.

Nach der Versuchsdauer von 11 Tagen wurden die Milzen steril
entnommen, gewogen und die Splenozyten wie unter 2.9.6 beschrieben
isoliert. Nach 20 h Inkubation mit LPS 100ng/ml wurden die Proben durch
drei Frier-Tau-Zyklen aufgeschlossen und die IFN-y-Konzentration mittels
ELISA bestimmt. Die Werte sind als arithmetisches Mittel angegeben +
SEM. n. s. = nicht signifikant vs. DSS + Methocel.
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3.2.8 CD69-Expression stimulierter Splenozyten

Nach Stimulation der Splenozyten wurde deren Oberflachenexpression von
CD69 als Aktivitatsmarker bestimmt (Abbildung 20). Die Splenozytenpopulation
bestand aus 50 % Lymphozyten (CD45R+), 32 % T-Zellen (CD3+) sowie aus
7 % Monozyten/Makrophagen (Mac-1+) und 11 % Zellen nicht bekannter
Zuordnung. Nach Stimulation mit PMA/Calcimycin fur 20 h waren 61 + 8 % der
Zellen aus der DSS-Methocel Gruppe positiv fur CD69. Im Vergleich zeigten die
in vivo mit Pumafentrine behandelten DSS-Tiere eine geringere CD69-
Expression (36 + 13 % in der 1,5 mg/kg KG Gruppe, p <0,05; 39 +7 % in der
5 mg/kg KG Gruppe, p<0,05 und 22 + 8 % in der 20 mg/kg KG Gruppe,
p < 0,05). Bei den Splenozyten der Kontrolltiere ohne DSS und mit 5 mg/kg KG
bzw. 20 mg/kg KG Pumafentrine in vivo waren 68 + 15 % bzw. 67 + 5 % der
Zellen nach ex vivo Stimulation CD69 positiv. Die Splenozyten der Methocel-

Kontrolltiere waren zu 61 + 18 % positiv fur CD69.

Bei den unstimulierten Milzzellen konnte nach Ende der Inkubationszeit kein
Unterschied in der Expression zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen

festgestellt werden. Die maximale Hohe der CD69 positiven Zellen betrug 7 %.



56

%CD69 pos

Spleno-
zyten 80 A
_ ] I
60 A
4 * *
|
' i
20 A
1 1 1 1 1

T
DSS+ DSS+ DSS+ DSS+ Methocel 20 mg/kg
Methocel 1,5 mg/kg 5 mg/kg 20 mg/kg Pumafentrine
Pumafentrine Pumafentrine Pumafentrine

Abbildung 20. Wirkung von Pumafentrine auf die ex vivo CD69
Expression isolierter Splenozyten nach Stimulation.

Nach der Versuchsdauer von 11 Tagen wurden die Milzen steril
entnommen, gewogen und die Milzzellen wie unter 2.9.6 beschrieben
isoliert. Nach 20 h Inkubation mit PMA 25 ng/ml und Calcimycin 500 ng/ml
wurde die CD69-Expression wie unter 2.9.8 beschrieben bestimmt. Die
Werte zeigen das arithmetische Mittel der Prozentzahl an Zellen, die fur
CD69 positiv sind = SEM. *p < 0,05 vs. DSS + Methocel.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden und Endpunkte

4.1.1 Mausmodell der Dextran-Sodium-Sulfat-induzierten Kolitis

Das DSS-Modell hat eine Reihe von Vorteilen gegenuber anderen Tiermodellen
fur CED. Es ist kostengunstig, einfach zu handhaben und es besteht eine hohe
Uniformitat der Lasionen. Daruber hinaus sind die Veranderungen durch die
Kolitis innerhalb eines Mausstammes bezuglich des zeitlichen Verlaufes und
der Schwere der Krankheitsauspragungen gut reproduzierbar. Das DSS-
Mausmodell ist zur praklinischen Testung pharmakologischer Substanzen fur
CED empfohlen (Cooper et al. 1993; Elson et al. 1995). Deshalb haben wir
dieses Modell fur die Testung der PDE-Inhibitoren ausgewahlt. Das DSS-Modell

ist eines der am haufigsten verwendeten Kolitismodelle.

In der Literatur werden drei verschiedene Ansatze der DSS-induzierten Kolitis
beschrieben (Okayasu et al. 1990; Cooper et al. 1993). Der Vorteil des
praventiven Ansatzes ist das deutlichere Hervorireten von Unterschieden
zwischen den Versuchsgruppen im Vergleich mit dem therapeutischen und dem
chronischen Modell. Dies empfiehlt sich vor allem fur die Testung von
Pharmakawirkungen. Ist die Erprobung der Fahigkeit einer Substanz zur
Behandlung eines bereits bestehenden Schubes bzw. zur
Regenerationsforderung erwiunscht, wird das therapeutische Modell
angewendet. Besteht die Notwendigkeit der Untersuchung eines chronischen
Verlaufes und der Beteiligung des erworbenen Immunsystems, so ist die

Anwendung des chronischen Modells notwendig.

In dem hier verwendeten praventiven Ansatz fanden einige Modifikationen
gegenuber der ursprunglich in der Literatur verwendeten Methode statt. Die in
der Literatur beschriebenen DSS-Konzentrationen variieren von 4 % bis 10 %.
Diese Menge erwies sich aufgrund der hohen Mortalitat der Tiere im

Versuchsverlauf als nicht brauchbar. Aufgrund eines hier durchgefuhrten
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Titrierversuches wurde die DSS-Konzentration von 3,5 % als derzeit Beste
ausgewahlt (siehe 2.7). Hierbei ist noch zu beachten, dass die gleiche
Konzentration an DSS in verschiedenen Mausstammen unterschiedliche
Schweregrade einer Kolitis induziert (Mahler et al. 1998). Die Versuchsdauer
betrug 11 Tage. Dies ist eine im Vergleich mit der Literatur langere Zeitdauer.
Das hat folgende Vorteile: Zum einen treten die Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen deutlicher hervor. Zum anderen kann durch die Verlangerung
des Entzundungsreizes eine beginnende Chronifizierung erreicht werden,
jedoch sicherlich mit einer weiterhin bestehenden Dominanz der akuten

Entzundungsreaktion.

In unseren Versuchen wurde die gute Reproduzierbarkeit des DSS-Modells
bestatigt. Es wurde eine Alters- und Gewichtsabhangigkeit der Tiere deutlich.
Balb/c-Mause mit einem Alter von 6 Wochen und einem Gewicht von 17 g und
darunter reagierten starker auf die Gabe von 3,5 % DSS, wahrend Tiere alter
als 9 Wochen und schwerer als 23 g weniger Auswirkungen einer Kolitis
zeigten. Ein haufiger Kritikpunkt an diesem Modell ist die Verabreichung des
DSS uber das Trinkwasser und damit eine schwer kontrollierbare Aufnahme
von DSS. Da die Tiere innerhalb ihrer Gruppen vergleichbare
Kolitisauswirkungen zeigten, ist die Wahrscheinlichkeit einer unterschiedlichen
Trinkmenge innerhalb einer Versuchsgruppe gering. Diaz-Granados und
Mitarbeiter stellten eine geringere Trinkmenge der Versuchstiere nach
Applikation des spezifischen PDE Typ 4-Inhibitors Rolipram fest (minus 4 bis
28 % gegenuber der nur DSS-Gruppe). Jedoch wurden hier die positiven
Effekte von Rolipram nicht auf die reduzierte Aufnahme von DSS zuruickgefuhrt,
da es praktisch keine Unterschiede in der Histopathologie der Tiere gab (Diaz-
Granados et al. 2000). Bei den Messungen der Trinkmenge in unserem Labor
bestand kein Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungs- bzw.
DSS- und Nicht-DSS-Gruppen.
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4.1.2 Endpunkte der Versuchsreihen

Der klinische Score ist ein in der Literatur etablierter Parameter fur die klinische
Krankheitsaktivitat der Mause wahrend des Versuchsverlaufes (Cooper et al.
1993; Hartmann et al. 2000; Siegmund et al. 2001; Loher et al. 2002). Die
Kolonlange als indirekter morphologischer Entzundungsparameter ist als sehr
gut reproduzierbarer Endpunkt in diesem Modell beschrieben (Okayasu et al.
1990; Cooper et al. 1993; Hartmann et al. 2000; Siegmund et al. 2001). Es
besteht eine direkte Korrelation zwischen der Schwere der pathologischen
Veranderungen durch die Kolitis und der Verkurzung der Kolonlange (Okayasu
et al. 1990). Der Histologische Score, ursprunglich von Cooper und Mitarbeitern
beschrieben (Cooper et al. 1993), wurde in modifizierter Form verwendet
(Hartmann et al. 2000; Siegmund et al. 2001). Die Messung der
Zytokinkonzentration im Kolongewebe wurde in Anlehnung an die Literatur
durchgefuhrt (Hartmann et al. 2000, Siegmund et al. 2001). McComb und
Mitarbeiter beschrieben die Messung des Milzgewichtes als reproduzierbaren
Parameter fur eine systemische Entzundungsreaktion in der Ratte. Dies wurde
von Hartmann und Siegmund fur die Maus bestatigt (McComb et al. 1999;
Hartmann et al. 2000; Siegmund et al. 2001). Die Isolation der Milzzellen
erfolgte nach der von Coligan und Mitarbeitern beschriebenen Methode
(Coligan et al. 1992). Dieses Verfahren wurde auch von Siegmund 2001 fur

unser Modell publiziert (Siegmund et al. 2001).

4.2 Ergebnisinterpretation im Vergleich mit der Literatur

4.2.1 Hemmung der Phosphodiesterase zur Suppression von Tumor-

Nekrose-Faktor-a

Die PDE Typ 3 und PDE Typ 4 wurden als die vorherrschenden
Isoenzymformen in Immun- und Entzindungszellen identifiziert. Die Hemmung
des Abbaus von intrazellularem cAMP durch eine Hemmung der PDE fuhrt zu

einer Suppression der TNF-a-Synthese (Sinha et al. 1995) und zu einem
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Anstieg der Synthese von IL-10. Roflumilast hemmt in vitro die TNF-a-Synthese
in Monozyten, der Hauptquelle von TNF-a,, mehr als 15-fach potenter als der
spezifische PDE Typ 4-Inhibitor Rolipram und mehr als 7500-fach potenter als
der unspezifische PDE-Inhibitor Pentoxifyllin (Hatzelmann und Schudt 2001).
Eine gleichzeitige Hemmung der PDE Typ 3 und Typ 4 fuhrte zu einer
wenigstens additiven Wirkung auf die Hemmung der TNF-a-Produktion in vitro

(Schudt et al. 1995; Hatzelmann und Schudt 2001).

4.2.2 Phosphodiesterase Typ 4-Inhibitoren und Roflumilast in vivo

Eine Inhibition der PDE Typ 4 wurde in der Vergangenheit vor allem fur
Erkrankungen des respiratorischen Systems evaluiert. In einer Vielzahl von
Tiermodellen fur Asthma reduzieren PDE Typ 4-Inhibitoren die Entzundungs-
auswirkungen (Torphy 1998). Der spezifische PDE Typ 4-Inhibitor Rolipram
fuhrte in Tiermodellen der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis und
experimentellen Arthritis, beides Modelle, in denen TNF-a eine wichtige Rolle in
der Pathogenese spielt, zu einer Besserung (Sommer et al. 1995, Nymann et
al. 1997; Ross et al. 1997). Der spezifische PDE Typ 4-Inhibitor Cilomilast
(Ariflo™) und Rolipram senken die LPS induzierten TNF-a-Spiegel in der Maus
(Griswold et al. 1998). Beim Menschen wurden bisher mehrere PDE Typ 4-
Inhibitoren getestet. Probleme traten entweder durch die geringe Wirksamkeit
oder aber die starken Nebenwirkungen auf. Neuere Ergebnisse aus klinischen
Studien mit einem PDE Typ 4-Inhibitor der neueren Generation Cilomilast
unterstutzen das Konzept der Inhibition der PDE Typ 4 als therapeutischen

Ansatz bei chronisch entzuindlichen Erkrankungen (Barnette 1999).

Roflumilast wirkt in mehreren Tiermodellen fur Asthma und chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD) antiinflammatorisch. Die TNF-a-
Synthese wird ebenso wie die Einwanderung und Akkumulation von
Entzundungszellen, das Remodeling der Luftwege und die Odembildung
supprimiert. Roflumilast ist in diesen Studien effektiver als die
Vergleichssubstanzen aus der Gruppe der PDE Typ 4-Inhibitoren Rolipram,
Piclamilast und Cilomilast (Bundschuh et al. 2001; Kumar et al. 2003).
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4.2.3 Phosphodiesterase Typ 3/4-Inhibitoren und Pumafentrine in vivo

Auch die selektiven PDE Typ 3/4-Hemmer wurden bisher vor allem in der
Asthmatherapie getestet (Nicholson und Shahid 1994; Torphy 1998).
Substanzen wie Benafentrine (AH 21-132) (Foster et al. 1992) und Zardaverine
(Brunnee et al. 1992; Ukena et al. 1995) wurden bereits in klinischen Studien
bei gesunden Patienten und bei Asthmatikern eingesetzt. In vivo konnte der in
vitro vorhandene, wenigstens additive Effekt einer dualen Hemmung (siehe
Punkt 1.3.5) bisher nicht Uberzeugend gezeigt werden (Nagai et al. 1995;
Elwood et al. 1995; Banner und Page 1995). Zu Pumafentrine sind bisher keine

Daten publiziert.

4.2.4 Hemmung der Phosphodiesterasen und chronisch entzundliche

Darmerkrankungen

Die entzundungshemmende Potenz der Phosphodiesteraseinhibitoren macht
den Einsatz dieser Substanzklasse bei chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen sinnvoll. Es liegen Daten sowohl aus Tiermodellen als auch

von einer klinischen Untersuchung vor.

Im TNBS-Modell der Ratte reduzierte die Behandlung mit dem unspezifischen
PDE-Hemmer Pentoxifyllin die pathologischen Veranderungen im Kolon
(Peterson et al. 1997). Zusatzlich reduziert Pentoxifyllin die klinischen und
histopathologischen Zeichen einer Kolitis sowie die zirkulierenden TNF-a-
Spiegel im chronischen DSS-Modell (Murthy et al. 1999). Die spezifischen PDE
Typ 4-Inhibitoren Rolipram und Mesopram verbesserten die Auswirkungen der
Kolitis im akuten (Versuchsdauer 11 Tage) und therapeutischen DSS-Modell
(Hartmann et al. 2000, Loher et al. 2003). Ein Vergleich zwischen Rolipram und
Pentoxifyllin im akuten DSS-Modell (Versuchsdauer 5 Tage) ergab eine hbhere
Wirksamkeit von Rolipram gegenuber einer unspezifischen PDE-Hemmung

durch Pentoxifyllin (Diaz-Granados et al. 2000).
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Bis heute wurde kein isotypspezifischer PDE-Inhibitor bei chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen am Menschen getestet. Es existieren jedoch
Daten uber die Anwendung von Pentoxifyllin bei Morbus Crohn. Bei
16 Patienten mit steroidabhangigem Morbus Crohn wurde bei viermal taglicher
Applikation von Pentoxifyllin keine Besserung der klinischen oder histologischen
Zeichen der Kolitis erreicht (Bauditz et al. 1997). Dies kann damit
zusammenhangen, dass in vitro sehr hohe Konzentrationen eines
unspezifischen PDE-Inhibitors notwendig sind, um die TNF-a-Produktion zu
senken (Reimund et al. 1997). Die hohe Potenz und Spezifitat von Roflumilast
machen die Moglichkeit einer wirksamen Anwendung in niedrigen Dosierungen

wahrscheinlicher.

Zusatzlich ist bekannt, dass eine Aktivierung der Adenylatzyklase durch
Substanzen wie Prostaglandin E2 und Prostacyclin synergistisch mit der
Inhibition der PDE wirkt, zum einen auf eine Erhdhung des intrazellularen cAMP
und zum anderen auf eine Suppression der TNF-a-Synthese (Sinha et al.
1995). In der entzundeten Kolonschleimhaut bei CED sind Prostaglandin E2
und Prostacycline in erhdhten Konzentrationen nachweisbar. Deshalb kbnnten
spezifische PDE-Inhibitoren bei systemischer Applikation lokal im

Entzindungsgebiet ihre groBte Wirkung erzielen.

4.2.5 Roflumilast im Modell der Dextran-Sodium-Sulfat-induzierten Kolitis

Roflumilast zeigte im Mausmodell der DSS-induzierten Kolitis eine deutliche
antiinflammatorische Potenz und fuhrte in der hoheren verwendeten Dosierung
(5 mg/kg KG) zu einer signifikanten Verbesserung des klinischen Verlaufes der
Kolitis. In Ubereinstimmung hierzu kam es zu einer geringeren Verkurzung der
Kolonlange als indirektem Entzundungsparameter. Die TNF-a-Konzentration im
nativen Kolongewebe wurde signifikant gesenkt. Dies unterstreicht die Rolle
von TNF-a im Entzundungsgeschehen und dessen Suppression als
therapeutische Strategie. Eine Verbesserung im histologischen Score blieb
jedoch statistisch nicht signifikant. Mogliche Erklarungen hierfur sind eine

starkere Entzundungsauspragung uber den Versuchsverlauf im Vergleich mit
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vorhergehenden Studien. Dies fuhrt auch zu einer insgesamt starkeren
histologischen Veranderung. Ein weiterer Grund ist die nicht mogliche
Beurteilung der post mortem Parameter von wahrend der Versuche
gestorbenen Tieren. Dies fuhrt zu einem Ausschluss der kranksten Tiere und
damit zu einem geringeren Unterschied zwischen der DSS-Methocel Gruppe
und den Therapiegruppen. Wie erwartet, senkte die Behandlung mit Roflumilast

das Milzgewicht als systemischem Entzundungsparameter.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Wirkung von Roflumilast, da bei der
niedrigeren 1 mg/kg KG Dosis nur der klinische Score, die Kolonlange und das

Milzgewicht signifikant verbessert wurden.

4.2.6 Pumafentrine im Modell der Dextran-Sodium-Sulfat-induzierten

Kolitis

Auch der selektive PDE Typ 3/4-Inhibitor Pumafentrine fuhrte in der
5 mg/kg KG-Gruppe zu einer signifikanten Verbesserung des klinischen Scores
und einer geringeren Verkurzung der Kolonlange. Der histologische Score
besserte sich nur tendenziell, wobei auch hier das AusschlieBen der kranksten
Versuchstiere - 4 Tiere starben wahrend der Experimente - bei der Bewertung
der post mortem Parameter eine wahrscheinliche Erklarung darstellt. Die TNF-
a-Konzentration im Kolongewebe wurde signifikant gesenkt. Im Vergleich mit
Roflumilast war die Suppression relativ zu den unbehandelten Tieren starker
ausgepragt. Interessanterweise veranderte die Behandlung mit Pumafentrine
das Milzgewicht nicht oder fuhrte sogar zu einen Anstieg des Milzgewichtes,
unabhangig von der Entzundungsaktivitat im Kolon. Die Milzgewichte der
wahrend des Versuchsverlaufes gestorbenen Mause wurden nicht in die post
mortem Parameter eingeschlossen und fuhren somit zu einem kunstlich
niedrigerem Milzgewicht der Gesamtgruppe. Ein Ansteigen des Milzgewichtes
wurde auch bei der Verabreichung von Anti-IL-18-Antiserum in diesem Modell
beobachtet (Siegmund et. al. 2001). Im Gegensatz hierzu steht eine Studie in

Ratten, die zu keiner VergroBerung des Milzgewichtes nach vier Wochen



64

kontinuierlicher Applikation von Pumafentrine fuhrte (Information der Firma

Altana).

Die isolierten Splenozyten aus den in vivo mit Pumafentrine behandelten Tieren
zeigten in vitro eine geringere Fahigkeit zur Produktion von IFN-y verglichen mit
den DSS-Methocel Tieren. Hauptproduzent von IFN-y sind Th1-Zellen, CD8+
Zellen und NK-Zellen, aktiviert durch Antigene, Alloantigene oder Mitogene. Die
wichtigste biologische Aktivitat von IFN-y ist die Immunmodulation (Farrar und
Schreiber 1993). IFN-y induziert in Monozyten und Makrophagen die
Expression von IL-18 und TNF-a (Philip et al. 1986). IFN-y ist in der
Kolonmukosa von Patienten mit Morbus Crohn in erhbhten Konzentrationen

nachweisbar (Parronchi et al. 1997).

Pumafentrine fuhrte in vitro verglichen mit den in vivo DSS-Methocel Tieren
ebenso zu einer verminderten Expression von CD69. CD69 gehbrt zu den
Oberflachenmarkern, die nach Stimulation am fruhesten auf der Oberflache von
aktivierten T-Zellen, Thymozyten, B-Zellen, NK-Zellen und neutrophilen
Granulozyten nachweisbar sind (Gavioli et al. 1992; Ziegler 1994). In der
proximalen Promotorregion sind 2 NFkB-Motive lokalisiert, die verschiedene
NFkB-Familienmitglieder binden (Castellanos et al. 1997). NFkB-
Familienmitglieder scheinen u. a. bei akuten Entzundungsprozessen eine
Vermittlerrolle zu spielen. Auch die Hochregulation von CD69 durch TNF-a ist
abhangig von einer NFkB-Bindungsstelle auf dem CD69-Gen (Lopez-Cabrera
et al. 1995). Auf Immunzellen aus Entzundungsinfiltraten bestimmter
Erkrankungen (z.B.: Rheumatoide Arthritis; chronisch aktive Hepatitis, Asthma
bronchiale) konnte eine erhdohte Expression von CD69 festgestellt werden
(Garcia-Monzon et al. 1990; Laffon et al. 1991; Hartnell et al. 1993).

Die Effekte von Pumafentrine auf die in vitro IFN-y-Synthese und CD69
Expression kann nicht auf einen direkten Effekt des Medikaments zuruckgefuhrt
werden, da die Zellen im Isolationsprozess dreimal gewaschen wurden. Es

scheint in vivo ein Priming dieser Immunzellen stattgefunden zu haben. Die



65

IFN-y-Synthese bzw. die Expression von CD69 war hbher in den Splenozyten
der Tiere, die kein DSS erhielten. Dieses Ergebnis ist eventuell auf eine
Desensibilisierung wahrend der systemischen Entzundungsreaktion
zuruckzufuhren. Dies wurde von Ziegler-Heitbrock fur die LPS-induzierte
Desensibilisierung in murinen Monozyten beschrieben (Ziegler-Heitbrock et al.
1997). Vergleichbare Effekte wurden in unserem Labor bei der Testung des

spezifischen PDE Typ 4-Inhibitors Mesopram beobachtet.

Die fehlende Wirksamkeit der 1,5 mg/kg KG Gruppe ist auf eine zu geringe
Dosierung zuruckzufuhren, wahrend das Nicht-Ansprechen der 20 mg/kg KG
Gruppe im DSS-Modell bisher nicht erklart werden kann. Da sich der klinische
Score, der histologische Score und die Kolonlange nicht verbessert haben,
kann man einen lokal toxischen Effekt annehmen. Es ist bekannt, dass die
Behandlung mit PDE-Inhibitoren bei Rheumatoider Arthritis mikrovaskulare
Dilatation und sekundar eine lokale Entzundungsreaktion hervorruft
(personliche Kommunikation mit GlaxoSmithKline). Dies ist eine mobgliche
Ursache der lokalen proinflammatorischen Wirkung. Hierfur spricht ebenso eine
im Gegensatz zum lokalen Geschehen systemische Wirksamkeit auf die CD69

Expression und die IFN-y-Synthese der Splenozyten.

4.2.7 Andere Strategien zur Hemmung von Tumor-Nekrose-Faktor-a bei
der Dextran-Sodium-Sulfat-induzierten Kolitis

Wie bereits in Punkt 1.2.4 dargestellt, spielt TNF-a im Entzindungsgeschehen
bei CED und im Mausmodell der DSS-induzierten Kolitis eine entscheidende
Rolle. Neben der von uns genutzten Moglichkeit, die TNF-a-Genexpression
durch eine Erhbhung von cAMP zu reduzieren, gibt es in diesem Modell noch
eine Vielzahl an weiteren publizierten Ansatzen, in die Synthese von TNF-a

einzugreifen.

1.) Auf der Ebene der Transskriptionsfaktoren fuhrt eine Induktion von NFxB zur
erhdhten Expression von TNF-a. Die Suppression von NFkB durch Sulfasalazin

und Olsalazin (Axelsson et al. 1998), Lipoxin a4-Analoga (Gewirtz et al. 2002),
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Gliotoxine (Herfarth et al. 2000) und spezifische TNF-a-Antisense-
Oligonukleotide (Myers et al. 2003) fuhrte zu einem Ansprechen in der akuten
und chronischen Form der DSS-induzierten Kolitis. 2.) Das Phthalimido-Derivat
LK423 weist Strukturverwandtschaft zu Thalidomid auf, welches die TNF-a-
Synthese durch Degradation von mRNA hemmt. LK423 verbessert die DSS-
induzierte Kolitis im praventiven und therapeutischen Modell (Moriguchi et al.
1999). 3.) Auch eine Hemmung der TNF-a-mRNA-Translation durch RDP58
verringerte die Entzundungsauswirkungen (Boismenu et al. 2000). 4.) Bereits
synthetisiertes oder membrangebundenes TNF-a wird durch Antikdrper
neutralisiert. Die Gabe von monoklonalen TNF-a-Antikorpern reduzierte die
klinischen Auswirkungen der Kolitis im praventiven Modell nicht, zeigte im
chronischen Modell jedoch Wirksamkeit (Kojouharoff et al. 1997; Murthy et al.
1999). 5.) Unspezifischere Ansatze sind eine Hemmung der Immunzellmigration
durch ,Anti-macrophage migration inhibitory factor® (Anti-MIF)-Antikbrper
(Ohkawara et al. 2002), Anti-ICAM-1-Antikorper (Taniguchi et al. 1998) oder
einen P- und L-Selectin-Inhibitor (Zhang et al. 2001). Daruber hinaus sind eine
Vielzahl von antiinflammatorischen oder immunsuppressiven Substanzen in
diesem Tiermodell getestet worden, auf die hier nicht im einzelnen eingegangen
werden soll. Durch die unspezifisch entzundungshemmende bzw.
-unterdruckende Wirkung kommt es bei Behandlung in den meisten Fallen auch

zu einer Reduktion von TNF-a.

4.2.8 Nebenwirkungen der Phosphodiesterase-Inhibitoren

Limitierend im Einsatz der PDE-Inhibitoren sind die Nebenwirkungen.
Systemisch applizierte, unselektive PDE Typ 3-Inhibitoren kbdnnen
Vasodilatation und Arrhythmien durch erhbhte cAMP-Spiegel im Myokard und in
den glatten Muskelzellen der GefaBwand auslosen. (Tsien 1977). Der
unspezifische PDE Typ 4-Hemmer Rolipram fuhrte in einer Phase 2 Studie als
Antidepressivum zu Ubelkeit und Erbrechen (Zeller et al. 1984). Es wurden in
anderen Studien mit PDE Typ 4-Inhibitoren Veranderungen der
Plasmaosmolaritat festgestellt (Sturgess and Searle 1990). Die Sekretion von

Magensaure durch Parietalzellen ist erhdht (Black et al. 1988). Auch bei dem
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PDE Typ 3/4-Inhibitior Zardaverine traten Ubelkeit und Erbrechen auf (Brunnee
et al. 1992). Diese Effekte verhinderten bislang eine breite klinische
Anwendung.

Ein Losungsansatz ist die selektive Hemmung bestimmter Konformationen der
PDE, um die therapeutischen von den unerwunschten Wirkungen abzukoppeln.
Beispielsweise existieren wenigstens 2 verschiedene Konformationen der PDE
Typ 4 (Souness et al. 1997). Die erste Form, die sogenannte ,high-affinity
rolipram binding site“ (HARBS), wird von Rolipram als PDE Typ 4-Inhibitor der
ersten Generation potent gehemmt. Diese Konformation ist vor allem im ZNS
und in den Parietalzellen des Magens vertreten und scheint deshalb fur die
unerwiunschten Nebenwirkungen verantwortlich zu sein. Die zweite Form, die
sogenannte ,low-affinity rolipram binding site“ (LARBS), wird von Rolipram nur
schwach inhibiert. Interessant ist, dass diese Konformationsform vor allem in
Immunzellen vertreten ist. Gelingt es nun, die LARBS spezifisch zu hemmen, so
wird es vermutlich zu einer geringeren Auspragung der Nebenwirkungen bei
hoherer Wirksamkeit kommen. Erste viel versprechende Hinweise fur dieses
Konzept kommen aus klinischen Studien mit Cilomilast (Barnette et al. 1999),
dem ersten PDE Typ 4-Inhibitor, bei dessen Design dieses Konzept
berucksichtigt wurde (Torphy et al. 1997). Fur ein ahnliches Wirkspektrum von
Roflumilast sprechen bisher nur indirekte Hinweise (Hatzelmann und Schudt
2001).

Eine weitere Losungsmoglichkeit stellt die kombinierte Hemmung der
Isoenzyme PDE Typ 3 und 4 dar. Durch die synergistischen Effekte (siehe
Punkt 1.3.5) kann eine Reduktion der Gesamtdosis mit entsprechender

Verminderung der Nebenwirkungen erwartet werden.

Nebenwirkungen von Roflumilast und Pumafentrine in unseren Versuchen

Die Therapie mit Roflumilast und Pumafentrine wurde von den Tieren gut
toleriert. Nach oraler Applikation von Roflumilast kam es innerhalb von
5 Minuten zu einer verringerten Motilitat der Tiere, die etwa 5 - 10 Minuten

anhielt. In der Folge wurde kein abnormes Verhalten beobachtet. Die in der
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Literatur fur PDE Typ 4-Inhibitoren gelegentlich auftretenden Symptome wie
Erbrechen, starker Speichelfluss und verstarktes Kratzen des Maules (Souness
und Rao 1997; Robichaud et al. 1999) traten nicht auf.

4.3 Limitierung der Ergebnisse

Bei der DSS-induzierten Kolitis handelt es sich um ein Tiermodell fur die beim
Menschen auftretenden CED. Hieraus ergeben sich einige Limitierungen der
Ergebnisse. Erstens wird in dem von uns verwendeten Modell die
Darmentzundung Uber ein Agens induziert, die Ursache der CED beim
Menschen ist hingegen unbekannt und kann deshalb eine der DSS-Kolitis
verschiedene Pathophysiologie haben. Zweitens wird in unserem Ansatz eine
Kolitis Uber den Zeitraum von 11 Tagen induziert. Beim Menschen handelt es
sich um eine lebenslange, schubweise verlaufende Erkrankung. Und drittens
sind trotz vieler Ahnlichkeiten die Ergebnisse nicht uneingeschrankt von

Tiermodellen auf den Menschen zu Ubertragen.

4.4 Klinische Relevanz

Die bestehenden Therapieschemata fur CED fuhren in der Regel zu einer
Besserung des Entzundungsgeschehens. Jedoch wird dies in vielen Fallen
durch schwere Nebenwirkungen ,erkauft“, die oftmals einen Abbruch der
Therapie erzwingen. Zudem treten therapierefraktare Verlaufe auf. Die
Rezidivrate ist hoch. Dies macht die Suche nach neuen Therapien notwendig,
die die Nebenwirkungen reduzieren bzw. die Spezifitat des Ansatzes erhdhen.
In den letzten Jahren treten aufgrund neuer Erkenntnisse uber die
Pathophysiologie der Erkrankung die immunmodulatorischen Ansatze in den
Vordergrund. Die erfolgreiche Behandlung von Morbus Crohn Patienten mit
dem TNF-a-Antikdrper Infliximab bestatigen die Suppression von TNF-a als
Therapiestrategie. Spezifische PDE-Inhibitoren sind in der Lage, selektiv
Isoenzyme der PDE und damit bereits die Synthese von TNF-a potent zu

hemmen.
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Unklar ist, ob die TNF-a-Suppression den einzigen Wirkmechanismus der PDE-
Inhibitoren darstellt. Bei Patienten mit aktivem Morbus Crohn zeigte das TNF-a-
Bindungsmolekul Etanercerpt keine Wirksamkeit, trotz hoher Affinitat zu
l6slichem TNF-a (Sandborn et al. 2001b). Lugering et al. zeigten bei
Immunzellen von Morbus Crohn-Patienten eine proapoptotische Wirkung von
Infliximab, das im Gegensatz zu Etanercerpt auch die membrangebundene
Form von TNF-a bindet (Lugering et al. 2001; Van den Brande et al. 2003).
Dies legt den Schluss nahe, dass die Wirkung der Anti-TNF-a-Therapie mehr
von einer Apoptoseinduktion der TNF-a-produzierenden Zellen als von einer
Neutralisierung des loslichen TNF-a abhangt. Hierfur spricht auch, dass die
Wirkung von Infliximab deutlich langer andauert als die Halbwertszeit des
Antikorpers versprechen wurde. Die aktuelle Datenlage fur die Wirkung von
PDE-Inhibitoren auf die Apoptose ist nicht eindeutig. Siegmund et al. zeigten
eine Apoptoseinduktion und antiproliferative Wirkung durch Rolipram bei
Lymphozyten von Patienten mit chronischer B-Zell-Leukamie, wahrend in
anderen Studien mit normalen Immunzellen eine spezifische und unspezifische
Hemmung der PDE eine antiapoptotische Wirkung zeigte (Ottonello at al. 1998;
Niwa et al. 1999; Siegmund et al. 2001). Ob dieser Mechanismus bei den
therapeutischen Effekten der PDE-Inhibitoren eine Rolle spielt, bedarf weiterer
Untersuchungen. Auch aus den Daten dieser Arbeit kann hierzu keine klarende

Aussage getroffen werden.

Das DSS-Mausmodell besitzt eine hohe klinische Relevanz. Neben den PDE-
Inhibitoren wurden weitere Substanzen sowohl erfolgreich im Modell der DSS-
Kolitis als auch in klinischen Studien getestet. Einige Praparate befinden sich

bereits in der praktischen Anwendung bei CED.
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Tabelle 8. Im Dextran-Sodium-Sulfat-Modell erfolgreiche Substanzen, die in
klinischen Studien fur CED getestet wurden/werden

Substanz Literatur DSS-Kolitis Literatur klinische Studie
IL-10 Tomoyose et al. 1998 Van Deventer et al. 1997
TNF-Antikorper Kojouharoff et al. 1997 Targan et al. 1997
FK506 Takizawa et al. 1995 Sandborn et al. 2003
Sulfasalazine Axelsson et al. 1998 Van Hees et al. 1981
Cyclosporin Murthy et al. 1993 Brynskov et al. 1989
Pentoxifyllin Diaz-Granados et al. 2000 Bauditz et al. 1997
Prostaglandine Tessner et al. 1998 Goldin et al. 1983
ICAM-1 Antisense Bennett et al. 1998 Yacyshyn et al. 2002
Oligonukleotide

Die klinische Erprobung der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen ist weit
fortgeschritten. Roflumilast befindet sich in den USA in Studien der Phase 2 fur
COPD bzw. Phase 3 fur Asthma bronchiale. In Europa wird Roflumilast fur
beide Indikationen in Phase 3 Studien untersucht. Ergebnisse aus bereits
publizierten klinischen Studien - getestet wurde die Wirkung auf allergische
Rhinitis, Asthma bronchiale und COPD - zeigen eine starke anti-
inflammatorische Potenz bei sicherer Applikation und guter Vertraglichkeit
(Schmidt et al. 2001; Timmer et al. 2002; Leichtl et al. 2002). Die
Markteinfuhrung ist bis 2005 geplant. Pumafentrine wird in Phase 2-Studien fur

COPD und Asthma getestet (Information der Firma Altana).

Aufgrund der Uberzeugenden Ergebnisse fur Roflumilast und Pumafentrine im
Mausmodell der DSS-induzierten Kolitis und der bereits guten klinischen
Erfahrungen fur andere Indikationen hoffen wir, diese Substanzen in weiteren

Kolitismodellen oder klinischen Studien prufen zu kbnnen.



71

5 Zusammenfassung

Die Suppression von Tumor-Nekrose-Faktor-a durch die spezifische Hemmung
der Phosphodiesterase konnte bisher sowohl in vitro als auch in verschiedenen
Tiermodellen fur chronisch entzundliche Erkrankungen gezeigt werden (Torphy
1998; Schudt et al. 1999; Bundschuh et. al. 2001; Hatzelmann und Schudt
2001). In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des spezifischen
Phosphodiesterase Typ 4-Inhibitors Roflumilast und des dualselektiven
Phosphodiesterase Typ 3/4-Inhibitors Pumafentrine im Mausmodell der
Dextran-Sodium-Sulfat induzierten Kolitis getestet. Hierbei handelt es sich nach
unserer Kenntnis um die erste Prufung dieser Substanzen in diesem Tiermodell
und um die erste Untersuchung eines Phosphodiesterase Typ 3/4-Inhibitors in

einem Kolitismodell Uberhaupt.

Die Kolitis wurde durch orale Gabe von Dextran-Sodium-Sulfat im Trinkwasser
Uuber 11 Tage induziert. Die Entzindung des Kolons war mit geringer Variation
gut reproduzierbar. Die Phosphodiesterase-Inhibitoren wurden mit Beginn der
Dextran-Sodium-Sulfat-Gabe einmal taglich p. o. Uber den gesamten Versuchs-
verlauf appliziert. 109 weibliche Balb/c Mause wurden in den Versuchsreihen

eingesetzt.

Roflumilast zeigte eine dosisabhangige Wirksamkeit. Die 5 mg/kg KG Dosis
zeigte einen deutlichen therapeutischen Effekt auf den klinischen Verlauf, die
Kolonlange, die Produktion von Tumor-Nekrose-Faktor-o. im Kolon sowie das
Milzgewicht. Diese Verbesserung korrelierte mit einer geringeren Auspragung
der histopathologischen Veranderungen im Kolon. Bei der 1 mg/kg KG Dosis
wurden nur der klinische Score, die Kolonlange und das Milzgewicht signifikant

verbessert.

Pumafentrine bewirkte in der mittleren eingesetzten Dosierung (5 mg/kg KG)
eine Besserung des klinischen Scores, der Kolonlange und der Tumor-Nekrose-

Faktor-a-Produktion im Kolongewebe. Es konnte keine Beeinflussung der

systemischen Entzundungsreaktion anhand einer Verringerung des
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Milzgewichtes beobachtet werden, jedoch zeigte sich bei ex vivo stimulierten
Splenozyten eine signifikant geringere Aktivierbarkeit und Zytokinsynthese. Die
20 mg/kg KG Dosis verbesserte als einzigen Endpunkt die Tumor-Nekrose-
Faktor-a-Produktion im Kolon, wahrend die 1,5 mg/kg KG Dosis in keinem der

untersuchten Parameter zu einer signifikanten Wirksamkeit fuhrte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Phosphodiesterase-Inhibitoren
Roflumilast und Pumafentrine dosisabhangig zu einer Verbesserung der
Dextran-Sodium-Sulfat-induzierten Kolitis - als einem Modell fur chronisch
entzundliche Darmerkrankungen - fuhren. Die spezifische Hemmung der
Phosphodiesterase Typ 4 und die duale Hemmung der Phosphodiesterase
Typ 3/4 stellen deshalb viel versprechende Ansatze in der Therapie chronisch
entzundlicher Darmerkrankungen dar. Beide Substanzen befinden sich in
fortgeschrittenen klinischen Studien fur die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung und fur Asthma bronchiale. Deshalb sollten diese Praparate
in anderen Tiermodellen fur chronisch entzundliche Darmerkrankungen oder

klinischen Studien weiter untersucht werden.
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6 Abkurzungsverzeichnis

AMP
Anti-MIF
ATP
Balb
BSA
Calcimycin
cAMP
CD

CED
cGMP
COPD
CRE

CU
DMSO
DSS
ELAM
ELISA
FACS
FITC
GDP
GM-CSF
GTP
HARBS
HLA
ICAM

5’-Adenosin-Monophosphat (S.13)
»<Anti-macrophage migration inhibitory factor” (S.66)
Adenosin-5-triphosphat (S.11)

Bagg Albino (S.29)

Bovines Serum Albumin (S.28)

Calcium ionophor A23187 (S.26)

Zyklisches Adenosin-3’,5’-Mono-Phosphat (S.1)
,Cluster of differentiation“ (S.18)

Chronisch entzundliche Darmerkrankung/en (S.1)
Zyklisches Guanosin-3’,5’-Mono-Phosphat (S.15)
Chronisch obstruktive Lungenerkrankung/en (S.60)
,Cyclic adenosine monophosphate response element” (S.8)
Colitis ulcerosa (S.2)

Dimethyl-Sulfoxid (S.25)

Dextran-Sodium-Sulfat (S.1)

»Endothelial leukocyte adhesion molecule“ (S.4)
»,Enzyme-linked immuno sorbent assay” (S.27)
Durchflusszytometrie (S.26)
Flourescein-Isothiozyanat (S.27)
Guanosin-5’-diphosphat (S.12)
»2aranoulocyte-macrophage colony-stimulation-factor” (S.19)
Guanosin-5-triphosphat (S.11)

,High-affinity rolipram binding site“ (S.67)
Humanes Leukozyten-Antigen (S.3)

wintercellular adhesion molecule” (S.4)

Interferon-y (S.13)

Immunglobulin (S.9)

Interleukin/e (S.4)

3-Isobutyl-1-methylxanthin (S.15)

Korpergewicht (S.32)

,Low-affinity rolipram binding site” (S.67)
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LFA

LPS
Methocel
MC

MCP
MFI
NF«xB
NK-Zellen
NO

PBS
PDE

PE

PHA
PKA
PMA

PP

SEM
TGF
TNF-a

,Leukocyte function-associated antigen” (S.4)
Lipopolysaccharid (S.17)

Methylcellulose (S.32)

Morbus Crohn (S.2)

,Monocyte chemoattractant protein® (S.4)
Mittlere Fluoreszenzintensitat (S.27)
Nuklearer Faktor kB (S.8)

Naturliche Killerzellen (S.8)
Stickstoffmonoxid (S.4)

,Phosphate-buffered saline” (S.37)
Phosphodiesterase/n (S.1)

Phycoerithrin (S.27)

Phytohamagglutinin (S.19)

Proteinkinase A (S.12)

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (S.25)
Pyrophosphat (S.11)

Standardabweichung des Mittelwertes (S.39)
»1ransforming growth factor” (S.4)

Tumor-Nekrose-Faktor-a. (S.1)
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