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1. Einleitung

1.1 Zytokine in der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind entziindliche Darmerkrankungen mit chronischem
Verlauf; die Atiologie dieser Krankheiten ist unbekannt. Bei Morbus Crohn handelt es sich
um eine transmurale, granulomatése Entziindung, die den gesamten Magen-Darmtrakt
erfassen kann, meist jedoch den Bereich des terminalen lleum betrifft. Das Infiltrat an
Entzindungszellen besteht hauptsachlich aus T- und B-Lymphozyten, Makrophagen und
Plasmazellen. Demgegeniiber ist die Colitis ulcerosa auf den Dickdarm begrenzt und betrifft
hauptsachlich die oberflachlichen Schichten der Darmwand. Es finden sich
Kryptenabszesse, bestehend aus Ansammlungen neutrophiler Leukozyten. Letztendlich
kommt es zur Nekrose des Epithels, zu Odemen und hamorrhagischen Episoden. Beiden
Krankheiten liegen sowohl genetische Faktoren als auch Umwelteinflisse zugrunde [Sartor
1995; Fiocchi 1998]. Scheinbar ist flr die Induktion chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen (CED) ein initialer Antigenstimulus entscheidend. Eine Reihe von
Arbeiten deutet auf die normale Darmflora als notwendiger Faktor in diesem Prozess hin
[Sadlack 1993]. Duchmann et al. haben gezeigt, dass bei CED-Patienten lediglich mukosale
Makrophagen aus betroffenen Abschnitten, nicht aber aus gesunden Bereichen proliferieren,
wenn sie autologen Darmbakterien ausgesetzt werden [Duchmann 1995]. Die Gruppe
vermutete, dass es Infektionen sind, die in empfanglichen Individuen die T-Zell-Toleranz der

normalen Darmmukosa durchbrechen.

Auch das Epithel der Darmwand ist an der Induktion einer mukosalen Immunantwort
prominent beteiligt [Panes 2001]. Bei CED ist die mukosale Permeabilitdt erhéht [Wyatt
1997], auRBerdem schitten Epithelzellen Zytokine und Chemokine aus [Kagnoff 1997].
Zudem dienen Enterozyten als Antigen-prasentierende Zellen (APC). Letztlich resultiert so
die Aktivierung von CD4-T-Zellen mit anschlieBender Proliferation und Entwicklung zu Th1-
oder Th2-Zellen. Es wurde postuliert und gilt inzwischen als gesichert, dass gerade Morbus
Crohn ein distinktes Th1-Zytokinmuster aufweist [Parronchi 1997; Plevy 1997]. Darlber
hinaus spielen Makrophagen eine bestimmende Rolle. Zum einen dienen auch sie als
Antigen-prasentierende  Zellen, zum anderen sind sie wichtige Produzenten
proinflammatorischer Zytokine. Pizarro et al. haben nachgewiesen, dass aktivierte
Makrophagen IL-12 und IL-18 sezernieren und dadurch die Differenzierung zu Th1-Zellen bei
Morbus Crohn férdern [Monteleone 1999; Pizarro 1999].



Unbestritten ist die Mediatorrolle von Zytokinen in der Pathogenese chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen. Experimentelle Tiermodelle haben sich dabei als Instrument zur
Erforschung der immunologischen Vorgange bewahrt [Panes 2001]. Eine Fulle von Arbeiten
beschéaftigte sich seit Anfang der neunziger Jahre mit der Uberragenden Rolle von Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a) [Cappello 1992; Murch 1993]. Vereinfachend wird die
Wirkungsweise des Zytokins TNF-a mit dem Begriff ,proinflammatorisch umschrieben.
TNF-a kann die Aktivierung von Makrophagen auf autokrine Weise steigern. Auflerdem wirkt
es als kostimulatorisches Signal und kann so T-Zell Antworten férdern [Fiocchi 1998]. Des
weiteren induziert TNF-a die Expression von Adhasionsmolekiilen im vaskuldren Endothel
[Salas 2000]. In den vergangenen Jahren wurden diverse Strategien erprobt, die destruktive
Wirkung dieses Zytokins zu unterbinden [van Dullemen 1995]. Die Anwendung des Anti-
TNF-a-Antikérpers Infliximab im Rahmen der CED st das Ergebnis dieser
Grundlagenforschung. Die wiederholte Gabe des Anti-TNF-a-Antikoérpers flhrt jedoch zur
Bildung von gegen Infliximab gerichteten Antikdrpern [Sandborn 1996]. Zudem besitzt TNF-a
anscheinend ein breiteres Wirkungsspektrum als bisher angenommen und wird innerhalb
des Immunsystems bendtigt, um humorale Immunitat zu unterbinden. Via et al. postulierten,
dass TNF-a fur die Induktion zytotoxischer T-Zell-Antworten, durch die autoreaktive B-Zellen
eliminiert werden, bendtigt wird [Via 2001]. Neue Arbeiten beschéaftigen sich mit der Rolle
von Infliximab flir das Apoptosegeschehen im Rahmen chronisch entzindlicher

Darmerkrankungen [Ten Hove 2002].

Auch aufgrund dieser Schwierigkeiten sind inzwischen weitere Zytokine auf ihre
physiologische Relevanz und ihr therapeutisches Potential hin untersucht worden. Bereits
1989 konnte nachgewiesen werden, dass mononukledre Zellen aus Kolonbiopsien von
Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn mehr IL-13 produzieren als Zellen aus
normaler Mukosa [Mahida 1989; Mahida 2000]. Die Wirkung von IL-1B hangt nicht allein von
dem Zytokin selbst ab, sondern auch von der Menge an naturlich vorhandenem IL-1-
Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra). Scheinbar kommt dem Gleichgewicht zwischen IL-1B und IL-
1Ra pathogenetische Bedeutung in Entziindungsvorgangen zu: IL-1Ra-defiziente Mause
entwickeln eine spontane rheumatoide Arthritis [Horai 2000]. In mehreren Kolitismodellen

zeigte die Gabe von IL-1Ra therapeutische Wirksamkeit [Cominelli 1996].

Mehrere tierexperimentelle Studien bieten Hinweise, dass IL-18 eine wichtige Rolle in der
Pathogenese chronisch entzundlicher Darmerkrankungen zukommt. Nakamura et al.
bestatigten 2000 den synergistischen Effekt von IL-18 und IL-12 durch kombinierte oder
einzelne Gabe an Versuchstiere auch in vivo [Nakamura 2000]. Die gemeinsame

Verabreichung von IL-12 und IL-18 flhrte zu einer ausgepragten Immunantwort, welche die



Autoren an einen Endotoxin-induzierten septischen Schock erinnerte und an der die
Versuchstiere auch verstarben. Ein charakteristisches Symptom der toxischen Reaktion war
eine ausgepragte hamorrhagische Kolitis. IL-12 allein flhrte lediglich zu milden Symptomen,
IL-18 allein zu gar keinen. Interessanterweise fanden die Autoren erhdhte IFN-y-Spiegel,
aber kein erhéhtes TNF-a. Chikano et al. bestatigten die Befunde und schlugen einen IFN-y-

abhangigen Mechanismus der Kolitis in ihrem Modell vor [Chikano 2000].

Vor allem IL-18 hat in den vergangenen Jahren Beachtung als Angriffspunkt experimenteller
Therapeutika gefunden. Der Einsatz von anti-IL-18-Strategien war in Tiermodellen wirksam
[Ten Hove 2001; Siegmund 2001 a]. Doch die Gabe von Antikérpern gegen IL-18 und
andere Zytokine dirfte ahnliche Komplikationen wie der Einsatz von Infliximab nach sich
ziehen. Alternative antiinflammatorische Strategien versuchen daher, bereits die Bildung
oder die biologische Aktivierung proinflammatorischer Zytokine zu unterbinden. Dadurch
kénnte auf den Einsatz monoklonaler Antikdrper, die neben den Nebenwirkungen oft auch
nur kurzfristigen therapeutischen Effekt bieten, zur Suppression dieser Zytokine verzichtet
werden. Im Fall von IL-18 und IL-1B existiert ein Mechanismus, mit dessen Hilfe dieses
theoretische Konzept zu verwirklichen sein konnte. Das Interleukin-1B-converting-enzyme
(ICE), das die biologische Aktivierung von IL-18 und IL-1f auf molekularer Ebene vermittelt,
ist ein besonders erfolgversprechender Kandidat zur Verwirklichung dieser Strategie
[Fantuzzi 1999]. Die experimentelle Uberpriifung dieser Hypothese ist das Hauptziel der

vorliegenden Arbeit.

1.2 Das Interleukin-1B-converting-enzyme ICE

Seit 1993 ist bekannt, dass das Interleukin-1p3-converting-enzyme zu einer grofieren Familie
strukturell und funktionell homologer intrazellularer Cysteinproteasen gehért [Yuan 2001].
ICE ist ein Synonym fir Caspase-1 und Namensgeber fiir eine grole Unterklasse der
Caspasen, die ICE-like sub-family. Das ICE-Gen codiert fiir ein inaktives Vorlauferprotein
von 45 kDA und wird in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert [Siegmund 2002]. Wahrend
die meisten Caspasen an der Regulation von Apoptosevorgangen mitwirken, scheint ICE an
diesem Prozess weniger beteiligt zu sein. Die Hauptfunktion von Caspase-1 liegt vielmehr in
der Prozessierung und damit biologischen Aktivierung von IL-13 und IL-18 [Fantuzzi 1999].
Nach der Spaltung der Proformen werden die beiden intrazellular aktivierten Zytokine durch
einen bisher unbekannten Mechanismus sezerniert. ICE wirkt damit an der Regulation einer

Vielzahl von Zytokinkaskaden mit.
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Das Enzym ICE selbst unterliegt einer ganzen Reihe spezifischer Regulationsmechanismen.
CDA40-Ligand ist in der Lage Caspase-1 zu aktivieren und die Sekretion von IL-1 anzuregen
[Schonbeck 1997]. McAlidon et al. haben berichtet, dass IFN-y die Expression, nicht aber die
Aktivierung von ICE in Makrophagen fordern kann [McAlindon 1998]. Die Gruppe konnte
zeigen, dass Makrophagen normaler Darmmukosa nach Stimulation durch LPS lediglich das
precursor-Protein von IL-1B produzierten, da diese Zellen kein aktives ICE besalien.
Makrophagen aus der Darmmukosa von Patienten mit chronisch entzindlicher
Darmerkrankung jedoch sezernierten biologisch aktives IL-1B3, da ihr Interleukin-1p3-
converting-enzyme aktiviert war. Die Aktivitdt von ICE wird durch intrazellulare Inhibitoren
reguliert. Young et al. zeigten, dass der Serinproteinase-Inhibitor-9 die Aktivitdt des
Interleukin-1B-converting-enzyme in Zellen glatter Muskulatur reduziert [Young 2000]. Die
Bedeutung von ICE im Rahmen entziindlicher Geschehen zeigt sich deutlich in
verschiedenen ICE-Knockout-Experimenten der letzten Jahre. ICE-defiziente Mause waren
resistent gegen ansonsten todlich verlaufende E. coli- und S. typhimurium-Endotoxamie
[Netea 2000]. Kirzlich demonstrierte eine Arbeit von Siegmund et al. die Bedeutung des
Enzyms ICE im Rahmen der Dextran-Sulfat-Sodium (DSS)-induzierten Colitis: ICE-defiziente
Mause waren fast vollstdndig vor den Auswirkungen einer vierwdchigen DSS-Gabe
geschitzt [Siegmund 2001 d]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die pharmakologische
Inhibierung von ICE gegen die Induktion einer experimentellen Pankreatitis schutzt
[Paszkowski 2002].

1.3 Mechanismen von ICE im Rahmen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Pro-IL-18 und Pro-IL-1B sind die Zielproteine des Interleukin-1p-converting-enzymes. Beide
Proformen besitzen eine Peptidstruktur, die eine sofortige Sezernierung verhindert [Gu
1997]. Daher verbleiben die Proformen im Zytosol bis die Prozessierung durch ICE
diejenigen Sekretionsmechanismen in Gang setzt, die die biologisch aktiven Zytokine aus
der Zelle heraus transportieren. Caspase-1 nimmt damit eine zentrale Rolle in der Regulation
der beiden Zytokine IL-1p und IL-18 ein.

Interleukin-1B wird von aktivierten Monozyten und Makrophagen produziert. Vor allem
mikrobielle Stimuli induzieren die Produktion von IL-13, doch auch eine Reihe
nichtmikrobieller Stimuli steigern die Synthese dieses Zytokins. Komplementfaktor-5,
Hypoxie und das Anhaften an Oberflachen induziert in Monozyten die Expression grol3er
Mengen an IL-13-mRNA. Doch erst ein zweiter Stimulus, beispielsweise IL-13-Protein selbst,

aktiviert die Translationsmechanismen der Zellen [Stevenson 1992]. Biologisch aktives IL-13
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seinerseits stimuliert B- und T-Lymphozyten ebenso wie Knochenmarkszellen, aktiviert die

Akute-Phase-Reaktion und wirkt als endogenes Pyrogen [Dinarello 1996].

Interleukin-18 ist strukturell verwandt mit IL-1[3; bei beiden handelt es sich um Proteine in f3-
Faltblattstruktur. Anders als IL-18 werden IL-18-mRNA und Precursor-Protein jedoch
konstitutiv exprimiert [Akita 1997]. Monozyten und Makrophagen sind die am besten
untersuchte Quelle von IL-18 [Dinarello 1999], jedoch auch in murinen Splenozyten,
Keratinozyten [Stoll 1997] und Kupfferzellen der Leber [Okamura 1995] wurde die
Expression von IL-18 nachgewiesen. Die Produktion von biologisch aktivem IL-18 wird
beispielsweise von bakteriellem Lipopolysaccharid oder Zytokinen wie TNF-a und IL-18
induziert. IL-18 wiederum induziert vorrangig die Produktion von IFN-y in T-Zellen und NK-
Zellen [Dinarello 1999]. Gerade die Potenz von IL-18 zur Induktion der IFN-y-Synthese fiihrte
zu dessen Entdeckung als IFN-y-inducing-factor (IGIF) [Okamura 1995].

Die Induktion erfolgt nicht direkt, sondern lediglich in Kostimulation mit IL-12 [Ushio 1996].
Dieses proinflammatorische Zytokin seinerseits stammt ebenso wie IL-18 vorrangig aus
Monozyten und Makrophagen und entfaltet seine mit IL-18 synergistische Wirkung durch
Induktion des IL-18-Rezeptors in den Zielzellen [Barbulescu 1998]. Aus in vitro Versuchen ist
das Potential des von T- und NK-Zellen gebildeten IFN-y bekannt. Zum einen kann IFN-y
direkt auf die Makrophagen zurlckwirken und hier beispielsweise die zusatzliche Bildung von
ICE bewirken, was zu einer Potenzierung der IL-18 Aktivitat fuhrt. IFN-y bewirkt aber auch,
dass sich T-Zellen in Richtung einer Th1-Immunantwort entwickeln. Dadurch kommt es zur
vermehrten Freisetzung von TNF-a, FasLigand und Lymphokinen durch die T-Zellen, was
wiederum zur gesteigerten Produktion und Sekretion von TNF-a, FasLigand, IL-8 und IL-18
in Monozyten und Makrophagen fihrt. In den vergangenen Jahren haben sich diese
Ergebnisse in vivo bestatigen lassen und es gilt als gesichert, dass Interleukin-18 eine
zentrale Mediatorenfunktion in der Pathogenese entziindlicher Erkrankungen einnimmt
[Dinarello 1999].

1.4 Der ICE-Inhibitor Pralnacasan

Bereits kurz nach der Entdeckung des Enzyms ICE wurde das therapeutische Potential einer
Inhibierung erkannt. So berichteten Norman et al. bereits 1997 Uber den protektiven Effekt
eines ICE-Inhibitors in einem experimentellen Modell der akuten Pankreatitis [Norman 1997].
Eine Reihe von Firmen hat in den letzten Jahren intensive Anstrengungen unternommen oral

bioverfliigbare ICE-Inhibitoren mit einem akzeptablen Nebenwirkungsspektrum zu entwickeln
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und patentieren zu lassen [Ashwell 2001; Leung-Toung 2002]. Die Firma Vertex hatte 1994
Uber die Identifizierung der dreidimensionalen Struktur des Interleukin-1p-converting-
enzymes berichtet und entwickelte, auf diesen Ergebnissen aufbauend, in den Folgejahren
Inhibitoren des Enzyms [Wilson 1994]. 1997 ging die Substanz Pralnacasan (auch VX-740,
HMR 3480; Patent US 6204261, 2001) aus diesem Programm hervor. Pralnacasan war als
Prodrug mit Ethyl-Hemiacetal-Struktur konstruiert worden (Abb. 1) und besall eine gute
orale Bioverfugbarkeit von 43%. Es zeigte sich, dass die Proform nach Absorption rasch zum
aktiven Aldehyd-Protease-Inhibitor hydrolysiert wurde. Ku et al. sowie Rudolphi et al.
berichteten in den letzten Jahren Uber die therapeutische Wirksamkeit von Pralnacasan in

verschiedenen murinen Modellen rheumatoider Arthritis [Ku 2001; Rudolphi 2003].

Pralnacasan war die erste Substanz aus der Wirkstoffklasse der ICE-Inhibitoren, die in
klinische Studien Eingang fand. In einer Phase I-Studie wurde Pralnacasan gesunden
Freiwilligen verabreicht. Das Nebenwirkungsprofil war erfolgversprechend; die Probanden
erreichten nach oraler Applikation Pralnacasan-Plasmaspiegel, die ausreichten in einem ex
vivo Assay die Produktion von IL-13 zu inhibieren [Siegmund 2002]. Phase Il-Studien
bestatigten die positiven Befunde. In die randomisierte, doppelverblindete und
placebokontrollierte Studie wurden 285 Patienten mit leichter bis moderater rheumatoider
Arthritis aus 31 Zentren in sieben europaischen Landern eingeschlossen. Endpunkte der
zwolfwdchigen Studie waren zwanzigprozentige Verbesserungen der Standardparameter.
44% der Patienten, die mit 1200 mg Pralnacasan taglich behandelt wurden, sprachen auf die
Behandlung an; nur 32,7% der Patienten der Placebogruppe erfillten die
Wirksamkeitskriterien [Vertex Pharmaceuticals Inc. 2002]. Im April 2002 beschloss Vertex,
Pralnacasan in weiterfiihrende klinische Studienprotokolle aufzunehmen. Die Entscheidung
wurde auch mitgetragen von der Beobachtung, dass Pralnacasan anscheinend keine
toxischen Nebenwirkungen besal’. Bisher sind keine Daten dieser weiterfihrenden Studien

bekannt.

Die Substanz Pralnacasan wurde freundlicherweise durch die Firma Aventis, die den ICE-
Inhibitor Pralnacasan in Kooperation mit Vertex entwickelt, zur Verfiigung gestellt. Nachdem
die klinischen Daten bezlglich der Primarindikation der rheumatoiden Arthritis
erfolgversprechend waren, sollte in einem murinen Modell der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen Uberprift werden, ob Pralnacasan auch flr diese Indikation
erfolgversprechende Ergebnisse zeigen wirde. Die Uberprifung der therapeutischen
Wirksamkeit sowie die nahere Charakterisierung der molekularbiologischen und
immunologischen Wirkung von Pralnacasan im Modell der akuten DSS-induzierten murinen

Kolitis ist das Hauptziel der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 1: Strukturformel des Interleukin-1B-converting-enzyme-Inhibitors Pralnacasan.

1.5 Das Modell der akuten Dextran-Sulfat-Sodium-induzierten murinen Kolitis

Die DSS-induzierte Kolitis gilt als zuverldssiges Modell entziindlicher Darmerkrankungen
[Okayasu 1990; Cooper 1993]. Es ist kostenglinstig und sicher reproduzierbar. Die Mause
nehmen das Dextran-Sulfat-Sodium mit dem Trinkwasser auf und zeigen nach vier bis flnf
Tagen erste kolitische Symptome. Nach elf Tagen haben die Tiere eine schwere Kolitis mit
Durchfall, blutigem Stuhl und 30-40-prozentigem Gewichtsverlust entwickelt [Siegmund 2001
b]. Histologisch ist die akute DSS-Kolitis durch die Infiltration von Makrophagen,
Neutrophilen und Eosinophilen gekennzeichnet [Stevceva 2001]. Es resultieren
Kryptenabszesse und eine ausgedehnte Schadigung des Epithels [Venkatraman 2000]. DSS
hat prokarzinogenes Potenzial und findet im Rahmen von murinen Karzinogenesemodellen
Verwendung [Suzuki 2004].

Verschiedene pathophysiologische Mechanismen wurden vorgeschlagen, um die Wirkung
von DSS zu erklaren. Zum einen hat DSS einen direkten epitheltoxischen Effekt. Von einigen
Forschergruppen wird das DSS-Modell daher als Epithelschadensmodell zur Untersuchung
intestinaler Wundheilungsvorgange betrachtet [Dieleman 1996; Egger 1999; Williams 2001].
Die Zerstérung der mukosalen Barriere fuhrt allerdings auch dazu, dass Bakterien in das
Darmgewebe eindringen und hier Lamina propria-Zellen aktivieren kénnen. Die Invasion von
Bakterien der normalen Darmflora ist ein wichtiger pathophysiologischer Mechanismus
chronisch entzindlicher Darmerkrankungen [Hernandez 2003]; gerade unter diesem
Gesichtspunkt gewinnt die DSS-induzierte Kolitis als Modell chronisch entzindlicher

Darmerkrankungen an Attraktivitat [Kitajima 1999]. Dabei scheint die Gabe von DSS die
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Zusammensetzung der physiologischen Darmflora zu beeinflussen [Hans 2000; Rumi 2004].
Darlber hinaus kommt es zur Phagozytose des DSS durch intestinale Makrophagen, die
somit auch direkt aktiviert werden und Zytokine sezernieren [Araki 2000]. Kitajima et al.
fanden, dass sich DSS einen Tag nach Beginn der Gabe nicht nur im Dickdarm, sondern
auch in mesenterialen Lymphknoten und in Kupfferzellen der Leber nachweisen |asst
[Kitajima 1999]. In vitro wurde nachgewiesen, dass die Aktivierung mukosaler Makrophagen
durch DSS moglich ist [Sasaki 1996].

Von verschiedenen Gruppen wurde vorgeschlagen, dass die pathophysiologischen
Vorgange bei der akuten DSS-induzierten Kolitis scharf von denen der sogenannten
chronischen DSS-induzierten Kolitis zu trennen sei [Hans 2000]. Bei diesem Modell wird die
DSS-Gabe periodisch unterbrochen; nach vier bis funf DSS-Zyklen werden die Mause auch
in den DSS-freien Intervallen nicht mehr vollstandig gesund und es wurde postuliert, dass
diese Entzindung nun spezifische pathophysiologische Eigenschaften chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen aufweise. Ist die akute DSS-induzierte Kolitis demnach
also vor allem durch Mechanismen des angeborenen Immunsystems gesteuert und von der
Invasion von Bakterien, der Zerstérung des Epithels und der Aktivierung von Neutrophilen
und Makrophagen abhangig, so ist die chronische DSS-Kolitis nach diesem Konzept ein T-
Zell-gesteuerter Vorgang. Obermeier et al. berichteten, dass IFN-y eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der chronischen DSS-induzierten Kolitis spielt [Obermeier 1999]. Dielemann et
al. fanden in der chronischen DSS-induzierten Kolitis ein typisches Th1/Th2-Zytokinprofil
[Dieleman 1998]. Dieselbe Gruppe beschrieb allerdings auch, dass die Induktion der DSS-
Kolitis in immundefizienten SCID-Mausen gelingt, die Uber keine funktionsfahigen T-Zellen

verfigen [Dieleman 1994; Axelsson 1996].

In Experimenten mit ICE-Knockout-Mausen bestatigte die Gruppe von Dinarello die
Bedeutung von IL-18 fir die akute DSS-induzierte Kolitis. Demgegeniber scheint IL-13 keine
hervorgehobene Rolle in der Pathogenese zu besitzen [Siegmund 2001 d]. 1998 postulierten
Shintani et al.,, dass CD4-Helferzellen, die durch Makrophagen aktiviert werden, die
entscheidende Rolle in der DSS-Kolitis spielen [Shintani 1998]. Abb. 2 zeigt modellartig die
Wirkungsweise der Substanz DSS.
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Abbildung 2: Paradigmatische Wirkung von Zytokinen in der Pathogenese chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen

Trotz der weitgehenden Unklarheit, was die Pathophysiologie der DSS-induzierten Kolitis
angeht, erfreut sich das akute DSS-Modell groRer Beliebtheit bei der Testung verschiedener
antiinflammatorischer Substanzen. Dabei hat es sich gezeigt, dass bei Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa getestete und klinisch wirksame Substanzen auch unter akuter DSS-Gabe
Effektivitat zeigen. Monoklonale TNF-a-Antikérper sind im DSS-Modell ebenso wirksam wie
Sulfasalazin und IL-10 [Axelsson 1998; Tomoyose 1998; Murthy 1999].

Gerade TNF-a scheint eine wichtige Rolle als gemeinsame inflammatorische Endstrecke
vieler experimentellen Kolitismodelle zu spielen. Es wird von intestinalen Makrophagen und
Epithelzellen produziert und induziert die Produktion von IFN-y durch T-Zellen, und zwar
unabhangig von IL-12 und IL-18. Diesen beiden Zytokinen wiederum wurde in den letzten
Jahren intensive Aufmerksamkeit im Rahmen tierexperimenteller Studien geschenkt. Beide
Zytokine sind wichtig fur die Aktivierung mukosaler T-Zellen und ihre Differenzierung zu Th1-
Zellen. Neurath et al. wiesen nach, dass Anti-IL-12-Antikbrper in experimentellen
Kolitismodellen wirksam ist [Neurath 1995]. Kirzlich erst wurde in unserer Arbeitsgruppe
gezeigt, dass die Gabe von Anti-IL-18-Antikérper die akute DSS-induzierte Kolitis lindert
[Siegmund 2001 a]. Fest steht, dass bisher kein einheitliches Paradigma von der Wirkung
pro- und antiinflammatorischer Zytokine im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis existiert. In
letzter Zeit wurde die Frage aufgeworfen, ob die akute DSS-induzierte Kolitis ein klar Th1-
vermitteltes Geschehen wie den Morbus Crohn simulieren kann oder eher ein reines
Epithelschadensmodell ist. Einen Beitrag zur Klarung der Pathophysiologie dieses Modells

zu leisten, ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit.
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1.6 Zielsetzung

Somit verfolgt die vorliegende Arbeit zwei Hauptziele. Zum einen soll Uberprift werden, ob
der ICE-Inhibitor Pralnacasan im Modell der DSS-induzierten Kolitis wirksam ist. Kapitel 3.1
beschaftigt sich mit dieser Frage. In Kapitel 3.2 liegt der Schwerpunkt auf der naheren
Charakterisierung der Pathophysiologie der DSS-induzierten Kolitis. Der ICE-Inhibitor
Pralnacasan wurde als Instrument zur Klarung der Rolle von ICE und damit der Zytokine IL-
18 und IL-1B im Modell der DSS-induzierten Kolitis verwendet. Des weiteren beschaftigt sich
die vorliegende Arbeit mit der Frage, welche Parameter sich als Endpunkte der DSS-
induzierten Kolitis eignen. Zudem wird untersucht, ob ein synergistischer Effekt von
Pralnacasan mit TNF-a-reduzierenden Substanzen besteht und ob die Substanz auch in
alternativen Modellen wirksam ist. SchlieRlich wird die Wirkung von MCP-1 in der

Pathogenese des DSS-Modells untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Substanzen

211 Pralnacasan

Der Interleukin-1B-converting-enzyme-Inhibitor Pralnacasan wurde freundlicherweise von der
Aventis AG (Frankfurt am Main, Deutschland) zur Verfliigung gestellt. Pralnacasan wurde von
Vertex Pharmaceuticals (Cambridge, MA, USA), einer Tochterfirma von Aventis, entwickelt.
Zur oralen Applikation wurde Pralnacasan in 0,5% Hydroxyethylcellulose (HEC, Ch-B
S29089015, Schuchard, Deutschland) Lésung suspendiert. Hierzu wurde Pralnacasan in
einem Ultraschallbad (Sonorex super RK 510 H, Bandelin electronik, Berlin, Deutschland)
unter stdndigem RuUhren in Suspension gebracht. Fir die intraperitoneale Gabe wurde
Pralnacasan im Ultraschallwasserbad unter standigem Ruhren in 25% Cremophor EL
(BASF, Ludwigshafen, Deutschland) gelést und anschliefend durch Sterilfilter (0,2 pm,
Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, USA) filtriert. Die Zubereitung wurde an jedem

Versuchstag angefertigt.

2.1.2 Rolipram

Der Phosphodiesterase Typ IV-Inhibitor Rolipram wurde von der Firma Schering AG (Berlin,
Deutschland) bezogen und wie von Hartmann et al. beschrieben in destilliertem Wasser
geldst [Hartmann 2000].

2.1.3 Dextran-Sulfat-Sodium

Dextran-Sulfat-Sodium (DSS) mit einem Molekulargewicht von 40.000 Dalton wurde bei ICN
Biomedicals GmbH (Eschwede, Deutschland) bezogen. Um eine Losung mit der
Konzentration 3,5% herzustellen, wurden 35 g DSS in 1 | Wasser gel6st. Diese Lésung

wurde wahrend eines Versuches an jedem vierten Tag neu hergestellt und ausgetauscht.

214 TNBS
TNBS (2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid) wurde als funfprozentige Lésung von Sigma

Deutschland (hier erhaltlich unter der Bezeichnung Picrylsulfonic acid P-2297) erworben.
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2.2 Versuchstiere

2.2.1 Tierversuchsantrag

Fur die Versuchsvorhaben wurde ein Tierversuchsantrag nach §8 Absatz 1 des
Tierschutzgesetzes fir die Bundesrepublik Deutschland (BGB1 1986) an die Regierung von
Oberbayern gestellt und genehmigt.

2.2.2 Tierbeschaffung

Als Versuchstiere wurden 6-8 Wochen alte, 20-22 g schwere weibliche Bagg-albino/c
(Balb/c)-Mause (Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland) eingesetzt [Dieleman 1998;
Hartmann 2000]. Des weiteren kamen C57BL/6 Mause (Harlan Winkelmann, Borchen,
Deutschland) zum Einsatz. MCP-1 (-/-) Mause wurden von der Arbeitsgruppe M. Voskuil

(Academic Medical Center, Amsterdam, Niederlande) bezogen.

2.2.3 Tierhaltung

Die Mause wurden frihestens eine Woche nach Lieferung in einen Versuch aufgenommen,
so dass genug Zeit zur Akklimatisierung bestand. Sie wurden in dem Tierstall der
Medizinischen Klinik Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) bei einer
Luftfeuchtigkeit von 65%, einer Raumlufttemperatur von 22°C und einem 12-stlindigem Tag-
Nacht-Rhythmus gehalten. Maximal zehn Mause teilten sich einen Kafig mit
Edelstahlabdeckung. Die Tiere erhielten kommerziell erhaltliches Standardmausefutter und

in Abhangigkeit der Versuchsgruppe mit DSS versetztes oder reines Trinkwasser ad libitum.

2.2.4 Anasthesie der Mause und Beendigung der Versuche

Um bei den Mausen eine ausreichende Anasthesie von etwa 90 Sekunden Dauer zu
erreichen, wurden sie in einen Glasbehalter gesetzt, der in Isofluran (Forene, Abbott GmbH,
Wiesbaden) getrankten Zellstoff enthielt. Innerhalb von 30 Sekunden waren die Tiere
ausreichend narkotisiert, um sie durch zervikale Dislokation zu toten. Diese Methode ist in
Ubereinstimmung mit den deutschen Tierschutzgesetzen geeignet, den Tod der Maus in

Bruchteilen von Sekunden herbeizufiihren.

2.2.5 Darmpraparation und Gewinnung von Gewebematerial

Nach dem Tod der Maus wurde das Abdomen erdffnet, das Kolon prapariert und mit einem
Lineal die Lange bestimmt. Aus dem Colon transversum wurde ein 5 mm langes Darmstuck
entnommen und fur die histologische Analyse in Formaldehyd eingelegt. Zum
Zytokinnachweis wurden 0,5 cm lange Sticke des distalen Kolons enthommen und in

Protein Extraction Reagent (Pierce, Rockford; lllinois, USA) Uberflhrt. Die Proben wurden
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sofort bei —196°C in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die 0,5 cm langen Darmstiicke des
distalen Kolon, die fir die mRNA-Extraktion isoliert wurden, kamen in Eppendorf
Reaktionsgefalte und wurden sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Paraaortale

Lymphknoten und Milzen wurden freiprapariert und in 1 ml Kulturmedium aufgenommen.

2.3 Kolitisaktivitat

2.3.1 Klinischer Score

Um das Ausmal der Kolitis zu bewerten, wurde taglich von zwei Untersuchern in geblindeter
Art und Weise ein klinischer Score bestimmt (Tabelle 1). Das Scoring setzte sich aus drei
Parametern zusammen: Stuhlkonsistenz, Gewichtsverlust sowie Blut im Stuhl [Hartmann
2000; Siegmund 2001 d]. Die Mause wurden jeden Morgen vor Applikation der
Testsubstanzen gewogen. Zur Bestimmung des Gewichts wurde eine Waage mit einer
Genauigkeit von +0,5 g Wagebereich verwendet. Bewertet wurde der Gewichtsverlust in
Prozent, wobei unverandertes Gewicht oder Gewichtszunahme mit keinem Scorepunkt, ein
Gewichtsverlust unter 5% mit einem Punkt, sowie Gewichtsverluste von 5,1% bis 10%, 10,1
bis 20% und Uber 20% mit jeweils zwei, drei oder vier Punkten bewertet wurden. Zudem
wurde ein Hamoccult-Test (SKD Pharma GmbH, Griesheim, Deutschland) mit Stuhlproben
von jeder Maus durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Stuhlkonsistenz wurde dieser auf dem
Hamocculttestbrief ausgestrichen und mit null bei harter Konsistenz, mit zwei bei weicher
Konsistenz und mit vier bei flissigem Stuhl bewertet. Anschlielfiend wurde das Hamoccult-
Ergebnis verblindet abgelesen und mit einem Score von null bewertet, wenn kein Blut
nachzuweisen war, mit zwei, wenn okkultes Blut im Stuhl war und mit vier, wenn das Blut
makroskopisch als rektale Blutung am After der Maus zu erkennen war. Der Mittelwert aus
den drei Parametern bildete den klinischen Score. Ein Score von 0 entspricht somit

gesunden Tieren; ein Score von 4 markiert klinisch schwer kranke Versuchsmause.
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Punkte 0 1 2 3 4
Gewichtsverlust 0% <5% |5,1-10,0% 10,1-20% |>20%
Stuhlbeschaffenheit Geformt Breiig Flussig
Blut im Stuhl Negativer Positiver Sichtbare
Hamoccult Hamoccult Blutung

Tabelle 1: Berechnung des Kklinischen Scores aus den Parametern Gewichtsverlust,
Stuhlbeschaffenheit und Blut im Stuhl, modifiziert nach Cooper et al. [Cooper 1993].

2.3.2 Histologischer Score

Am Abschlusstag wurden die Mause gewogen und der Versuch durch Euthanasie der Mause
beendet. Die in Formaldehyd eingelegten Darmteile wurden von Prof. Dr. H. A. Lehr
(Pathologisches Institut der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) verblindet untersucht

und entsprechend des histologischen Scores bewertet.

Bewertet wurde der histologische Score in Anlehnung an das von Dielemann [Dieleman
1994] beschriebene Schema (Tabelle 2). Dabei wurde die Infiltration der Darmwand mit
Entziindungszellen sowie das Ausmal} der Gewebeschaden beurteilt. Es wurden fur jeden
dieser Parameter Punkte von 0 bis 3 (0, keine Zellinfiltration bzw. kein Gewebeschaden bis
3, starke Entziindungsreaktion bzw. starker Gewebsschaden) vergeben. Anschlielend

wurden die Scorepunkte addiert und dadurch ein histologischer Score von 0 bis 6 gebildet.

Scorepunkte 0 1 2 3

Infiltration inflamma- | Kaum in Zunehmend in Konfluenz bis | Transmural

torischer Zellen Lamina propria | Lamina propria | Submukosa

Gewebeschadigung | Keine Lymphoepithe- | Erosionen Tiefere Wand-
liale Lasionen der Mukosa schichten

Tabelle 2: Aufbau des histologischen Scores bestehend aus der Analyse der Infiltration
inflammatorischer Zellen und der Gewebeschadigung, modifiziert nach Lehr et al. [Lehr
1997].
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Um eine exaktere histologische Beurteilung mit funktionellen Aussagen zu ermdglichen,
wurden im Falle des MCP-1 (-/-) Versuchs in der histologischen Analyse monozytare und
granulozytare Infiltration getrennt bewertet. Der Epithelschadensscore bewertete die
Parameter Kryptenverlust, Erosion, Fibrose und &6dematdse Verquellung separat. Die
Beurteilung wurde nach Verblindung durch Professor ten Kate (Academic Medical Center,

Niederlande) durchgeflihrt.

24 Praktische Durchfiihrung des Kolitis-Modells

2.4.1 Prophylaktisches Modell der DSS-induzierten Kolitis

Uber einen Zeitraum von elf Tagen wurden den Balb/c Tieren 3,5% DSS (MW 43.000
Dalton), in Trinkwasser geldst, verabreicht. Kontrolimause erhielten wahrend derselben Zeit
DSS-freies Trinkwasser. Die Therapie erfolgte parallel zur Kolitisinduktion einmal pro Tag
durch orale oder intraperitoneale Applikation der suspendierten oder gelésten Substanzen.
Vom ersten bis zum zehnten Tag der DSS-Gabe wurde der klinische Score ermittelt; am
elften Tag wurde der Versuch beendet. C57BL/6 Mause erhielten 1,5% DSS.

2.4.2 Therapeutisches Modell der DSS-induzierten Kolitis

Den Balb/c Mausen wurde acht Tage lang 3,5% DSS-haltiges Trinkwasser ad libitum
verabreicht. Am achten Tag wurde die DSS-L6sung gegen reines Trinkwasser ausgetauscht
und den Tieren ab nun zweimal taglich 50 mg/kg Pralnacasan intraperitoneal verabreicht.

Am dreizehnten Tag wurde der Versuch beendet.

2.4.3 Modell der TNBS-induzierten Kolitis

Zur Induktion der Kolitis wurde Balb/c Mausen 100ul TNBS-Ldsung mit 40% Alkoholanteil bei
einer Gesamtdosis von 2 mg TNBS intrarektal appliziert. Die Versuchstiere wurden zu
diesem Zweck mit Isofluran anasthetisiert. Die stumpfe Metallkanile (Sherwood Davis and
Geck, Schweiz) wurde mit einem Plastiksonde versehen, um Verletzungen des Anus zu
minimieren und anschlieBend drei cm in den Anus der Versuchsmaus eingefiihrt. Es wurden
100 pl der TNBS-LOsung appliziert, die Sonde zuriickgezogen und der Anus der Maus fur
eine Minute mit der Hand verschlossen, um die Resorption des TNBS zu ermdéglichen. Der
vierzigprozentige Alkoholanteil der Losung zerstort bei dieser Prozedur die Epithelbarriere,
so dass TNBS die Mukosa uUberwinden und direkt mit den Lamina propria Immunzellen in
Kontakt treten kann. Am siebten Tag des Versuchs wurde in derselben Prozedur nochmals

TNBS intrarektal appliziert (,Rechallenge®).
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2.4.4 Durchfiihrung der Medikamentenapplikation

Bei der intaperitonealen Applikation wurden 200 pl der Flissigkeiten Uber eine 1ml
Tuberkulinspritze mit einer 24 G-Nadel gezielt in den rechten oder linken unteren
Quadranten des Abdomens injiziert. Zur oralen Applikation wurden die Substanzen mit einer
1 ml Tuberkulinspritze und einer stumpfen Metallsonde (Sherwood Davis and Geck,

Schweiz) bei Uiberstrecktem Hals der Maus direkt in den Osophagus verabreicht.

2.5  Zellkultur, Durchflusszytometrie und Zytokinbestimmung

2.5.1 Kulturmedium und Inkubation

RPMI 1640 wurde mit 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 10 mM
HEPES (N-(2-Hydroethylpiperazin)-N"-(2-Ethanolsulfonsaure), Sigma, Munchen), 1% (v/v)
humanem Serum und 1% (w/v) Humanalbumin (Behringwerke, Marburg) versetzt. Dabei
wurden ausschlieBlich endotoxinfreie Medien und Substanzen verwendet, um eine
unspezifische Stimulation zu vermeiden. Um Komplementfaktoren zu inaktivieren wurde das
verwendete humane Serum fur 30 min bei 56°C im Wasserbad inaktiviert. Das Kulturmedium
wurde sowohl fur die Kultivierung der Zellen wie auch fur die Herstellung der einzelnen

Lésungen verwendet.

2.5.2 Lymphozytenzellkultur

Bei Beendigung des Versuchs am elften Tag wurden die paraaortalen Lymphknoten
freiprapariert und in Kulturmedium aufgenommen. AnschlieBend wurden sie mechanisch
zerkleinert und daraus Zellsuspensionen gewonnen [Coligan 1992]. Die Zellen wurden
gewaschen und in Zellkulturmedium, das 10% FCS, PMA (10 ng/ml), lonomycin (500 ng/ml)
sowie Brefeldin A (1 ug/ml) enthielt, in einer Konzentration von 2,5 x 10%/ml resuspendiert.
Die Zellen wurden in 48-well Zellkulturplatten (Falcon, NJ, USA) ausplattiert und in einem
Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) mit 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse der intrazellularen IFN-y-Expression erfolgte

nach 18 Stunden Inkubation.

2.5.3 Durchflusszytometrie
Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden 2 x 10° Zellen pro Probe verwendet. Die
Zellen wurden einem Fixations- und einem Permeabilisierungsmedium (An der Grub,

Kaumberg, Austria) ausgesetzt und anschlieBend mit FITC-labeled Anti-Maus-IFN-y-
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Antikérper (Becton Dickinson, Heidelberg) intrazellular gefarbt. Die Analyse erfolgte mit

einem FACS Calibur Instrument (Becton Dickinson, Heidelberg).

2.5.4 Splenozytenkultur und Zytokinbestimmung

Die Milzen wurden freiprapariert und in Zellkulturmedium Uberfihrt. Zellsuspensionen
wurden hergestellt, indem die Milzen durch einen 100 um Nylon cell strainer (Falcon)
gepresst, gewaschen und in einen Erythrozyten-Lysepuffer (Ortho Clinical Diagnostics
GmbH, Neckargmiind) aufgenommen wurden. Die Zellen wurden fiir zwolf Minuten inkubiert,
zweimal in RPMI Medium gewaschen, in 10% FCS-haltiges Zellkulturmedium aufgenommen
und in einer Konzentration von 2,5 x 10%/ml in 48-well Platten inkubiert. Zur Stimulation der
Splenozyten enthielten die Kulturen PMA (10 ng/ml) und lonomycin (500 ng/ml). Nach 20
Stunden wurde die Inkubation durch Einfrieren der Platten bei —70°C beendet. Um
Uberstand und Lysat der Splenozytenkultur zu erhalten, wurden die Platten drei Frier-Tau-
Zyklen unterzogen. Die Gesamtkonzentration an IFN-y wurde mit Hilfe eines ELISA
(Endogen, Woburn, MA, USA) quantifiziert.

2.5.5 Zytokinbestimmung in Kolongewebe

Kolonstiicke von 5 mm Lange wurden mit einem Skalpell zerkleinert, in 200 ul Tissue Protein
Extraction Reagent (Pierce, Rockford, USA) Uberflhrt und schockgefroren. Zur Bestimmung
der Konzentration an Zytokinen wurde das Homogenat mit 10000 g bei 4 °C fir 15 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fir die weiteren Messungen verwendet. Die Menge an
Gesamtprotein wurde mit Hilfe einer Bradford Analyse bestimmt. BioRad Protein Assay
(BioRad Laboratories, Miinchen) wurde als Farbereagenz verwendet. Die Menge an IL-18,
TNF-a, IFN-y und IL-12 wurde mit OPTEIA-ELISAs von Pharmingen quantifiziert (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). Die IFN-y-Bestimmung erfolgte alternativ
mit ELISAs der Firma Endogen (Woburn, MA, USA). Zur Messung der IL-1B3-Spiegel kam ein
ELISA-System von Bender MedSystems (Wien, Osterreich) zum Einsatz. Die Bestimmung
von MIP-1a, KC, IL-5 und IFN-y erfolgte unter Verwendung des Luminex-Instruments
(Austin, TX, USA).

2.6 RNA-Extraktion und reverse Transkription

Nach der Enthahme und dem Waschen des distalen Kolons wurden 5 mm lange Stlicke in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Extraktion der Gesamt-RNA wurde die Probe in den
Lyse-Puffer des Roche Total RNA Tissue Extraction Kit (Roche, Mannheim) Uberflihrt und

mit einem Ultra Turrax-Gerat (Janke und Kunkel, Staufen im Breisgau) homogenisiert.
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AnschlieRend wurde die Extraktionsprozedur mit Hilfe eines Filtersystems gemaR den
Anweisungen des Kits weitergefuhrt. Nach einem finfzehnminatigen DNase-Verdau folgten
drei Waschschritte. Zuletzt wurde die RNA in 100 pl Elutionspuffer (= aqua dest.)
aufgenommen. Die RNA wurde entweder sofort dem RT-Schritt unterzogen oder nach
Zugabe von 85 pl absolutem Ethanol bei —85°C gelagert. Zur Weiterverarbeitung der
gelagerten RNA wurde die Probe mit 12.000 g bei 4°C zentrifugiert und das Pellet einmal mit
eisgekuhltem 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet fur
zehn Minuten unter der Flow getrocknet, um das Verdunsten des Restalkohols zu
garantieren. AnschlieRend wurde die Probe in genau die Menge Wasser aufgenommen, die

vor Beginn der Lagerung vorhanden war.

Die Reinheit und Ausbeute der RNA-Extraktion wurde durch spektroskopische Analyse
bestimmt. Anschlielend wurde die Konzentration der RNA in den verschiedenen Proben
einer Versuchsreihe aquilibriert. Zur Durchfiihrung der reversen Transkription (RT) wurden
M-MLV Reverse Transkriptase inklusive DTT und Puffer (Gibco Life Technologies, Paisley,
UK), RNase Inhibitor (Roche, Mannheim, Germany), oligo(dT) Primer fur die cDNA-Synthese
(Roche, Mannheim, Germany) und dNTP (Promega, Madison, Wisconsin, USA) verwendet.
Der Reaktionsansatz enthielt neben 28 ul der Probe und 10 pl Transkriptionspuffer jeweils
2,5 Jl oligo(dT)- und dNTP-Ldsung sowie jeweils 2,0 yl DTT und RNase-Inhibitor in einem
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefa®. Der Ansatz wurde im Wasserbad bei 60°C fir zwei
Minuten inkubiert. Kondensierte Flussigkeit wurde abzentrifugiert, die Reaktion wurde sofort
auf Eis gestellt und mit 1 yl RNase Inhibitor sowie 2 yl M-MLV reverser Transkriptase
vervollstandigt. Der Reaktionsansatz wurde fir 1,5 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Zum Abschluss der Reaktion wurden die Eppendorf-Gefalle fiir drei Minuten im
Wasserbad auf 95°C erhitzt. Die kondensierte Flissigkeit wurde abzentrifugiert und die DNA
bei —20°C gelagert.

2.7 Konventionelle PCR

Zur Durchflihrung der konventionellen PCR wurde TagDNA Polymerase und PCR-
Pufferldsung von Roche (Mannheim, Deutschland) verwendet, daneben die oben
beschriebenen dNTPs. Gemall Anweisungen aus der Literatur [Autenrieth 1997; Ajuebor
2002] wurden von der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt, Germany) Primerpaare fur 3-
Aktin, TNF-a, MCP-1 und KC synthetisiert (Tabelle 3). B-Aktin wurde als housekeeping gene

verwendet.
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Tabelle 3: Primer Sequenzen

Murines B-Aktin
Sense

Antisense

348 BP
5-TGG AAT CCT GTG GCATCC ATGAAAC -3’
5- TAAAAC GCA GCT CAG TAACAGTCC G -3’

Murines TNF-a
Sense

Antisense

307 BP
5- GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC - 3°
5- ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG - 3

Murines MCP-1

Sense

274 BP
5-ACT GAAGCCAGCTCTCTC TTCCTC -3’

Antisense 5-TTC CTT CTT GGG GTC AGC ACA GAC -3’
Murines KC 454 BP

Sense 5'-GGATTC ACC TCAAGAACATCCAGAG-3
Antisense 5'-CAC CCTTCT ACT AGC ACAGTGGTTG 3

Ein PCR-Reaktionsansatz enthielt jeweils 5 ul Pufferlésung, 2,5 yl dNTP und Primer sowie 1
Ml Taq Polymerase. Wir setzten 10 yl cDNA ein und erganzten mit 29 pl aqua dest. auf ein
Gesamtvolumen von 50 pl. In Vorversuchen hatte sich diese Zusammenstellung als optimal
erwiesen. Versuche mit der Methodik der nested PCR hatten gezeigt, dass dieses Verfahren
in unserem Fall wenig zweckdienlich ist. Ebenfalls in Vorversuchen wurde gezeigt, dass eine
Zyklenzahl von 40 PCR-Zyklen eine optimale Auswertung ermdglicht. Das Zyklusprofil der
PCR-Reaktion gibt Tabelle 4 wider. Im Anschluss wurden 20 pl der PCR-Reaktion mit 2 pl
Gelauftragspuffer versetzt und in die Taschen eines Agarosegels Uberfuhrt. In einer
Elektrophoresekammer wurden die Gele einer Spannung von 80 Volt ausgesetzt, die
Banden in der Dunkelkammer unter UV-Licht begutachtet und mit Polaroid-Negativfilmen
abgelichtet. Zur weiteren Auswertung wurde die optische Dichte der Banden digital bestimmt.
Die optische Dichte der TNF-a-, MCP-1- und KC-Banden wurde in Beziehung gesetzt zur
optischen Dichte der jeweiligen B-Aktin-Bande. Auf diese Weise konnten relative Werte der

mMRNA-Expression in Kolon und Lymphknoten bestimmt werden.

Phase Zeit Temperatur Tabelle 4: PCR-Zyklusprofi
| 5 Minuten 95°C Zyklus 1l wurde 40fach
T 20 Sekunden 94°C wiederholt. Bei dieser
Zyklenzahl ergab sich die
30 Sekunden 35°C beste Trennscharfe
40 Sekunden 72°C zwischen den einzelnen
Banden im Agarosegel.
i 5 Minuten 72°C
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2.8 Real-time-PCR

Real-time-PCR ermdglicht eine absolute Quantifizierung der mRNA-Expression. Das
Hauptproblem bei der Quantifizierung von PCR-Daten besteht darin, dass die Reaktion — in
Abhangigkeit von der Ausgangsmenge an DNA, der Menge eingesetzter Taq Polymerase
und den gewahlten PCR-Bedingungen — zwischen dem 40. und 50. Zyklus ein Plateau
erreicht, bei dem es zu keiner weiteren Amplifikation der DNA in dem PCR-Ansatz kommt.
Real-time-PCR-Verfahren bedienen sich einer cycle-by-cycle-monitoring-Technik. Dabei wird
die Fluoreszenz nach jedem Zyklus gemessen und als Mal} fir die aktuell vorhandene
Menge an cDNA verwendet. Durch die Verwendung von Standards mit bekannter
Ausgangsmenge an cDNA ist es moglich, eine exakte Anzahl an Kopien im jeweiligen

Reaktionsansatz zu berechnen.

Es wurde das Light Cycler-Instrument der Firma Roche verwendet, dazu das Light Cycler
Fast Start DNA Master SYBR Green | Kit (Roche, Mannheim). Primer fur murines GAPDH,
IP-10 (CXCL-10), TNF-a und IL-18 wurden als Light Cycler-Primer-Sets von der Firma
Search-LC in Heidelberg bezogen. Pro Ansatz wurden 2 ul Primer, 2 pl Fast Start Master
SYBR Green | und 6 pl Wasser als Master Mix vorbereitet und in die Light Cycler-Kapillaren
(Roche, Mannheim) ubertragen. Dazu wurden 10 pl des cDNA-templates gegeben. Die
Kapillaren wurden in Light Cycler-Kapillarenblécken (Roche, Mannheim) drei Minuten bei
500 g zentrifugiert und anschlieRend in einen zum Light Cycler-Instrument gehérigen Rotor
gesteckt. Dieser Rotor ermdéglicht die Messung der Fluoreszenz jeder einzelnen Probe nach
einem Zyklus. Die Einstellungen der PCR-Prozedur am Rechner des Light Cycler

Instruments sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Nach jedem Light Cycler-Lauf wurde von dem Gerat automatisch eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, wodurch eine exakte Aussage Uber die Grolke des
Amplifikats und damit die Spezifitat der PCR-Reaktion mdglich wurde. Die
Schmelzkurvenanalyse wurde fiir jeden Primer nochmals bestatigt, indem die Amplifikate
eines Laufes auf ein Agarosegel aufgetragen und das PCR-Produkt unter UV-Licht

begutachtet wurde.

Aus den Fluoreszenzkurven der einzelnen PCR-Proben errechnete der dem Gerat
angeschlossene Computer sogenannte Kreuzungspunkte, die ein Mal® fir die eingesetzte
Menge an cDNA darstellen. Zur Berechnung der Kreuzungspunkte wurde die zweite

Ableitung der Fluoreszenzkurve bestimmt. Es wurde also diejenige Zyklenzahl, bei der es zu
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einer maximalen Zunahme der Fluoreszenzaktivitat im Vergleich zur Vorprobe kam, als
Kreuzungspunkt definiert. Durch Ruickgriff auf die Standardkurven konnte eine Kopienzahl
fur jede einzelne Probe bestimmt werden. Die Kopienzahl von TNF-qa, IL-18 und IP-10 jeder

Probe wurde in Beziehung zur Kopienzahl des housekeeping-Genes GAPDH gesetzt.

Tabelle 5: Einstellungen der Light Cycler Prozedur

Denaturierung Zyklenzahl 1

Zieltemperatur 95 °C

Inkubationszeit 10 Minuten

Amplifikation Zyklenzahl 35 Zyklen
Segment 1 Segment 2 Segment 3
Zieltemperatur 95 °C 68 °C 72 °C

Inkubationszeit 10 Sekunden 10 Sekunden 16 Sekunden

2.9 Statistische Methoden

Daten werden im Folgenden als Mittelwerte + SEM angegeben. Die Berechnung statistischer
Signifikanz zwischen den einzelnen Gruppen erfolgte durch ungepaarten Student-t-Test.
Statistische Signifikanz von Differenzen wurde fir p-Werte unter 0,05 angenommen. Fur die
Statistik wurden das Programm Stat View 512 (Abacus Concepts, Calabasas, California,
USA) verwendet, flir die weitere Datenaufbereitung Microsoft Excel 2000. Als
Textverarbeitungsprogramm diente Microsoft Word 2000. Zur Erstellung von Grafiken wurde
Microsoft Power Point 2000 eingesetzt. Zur Auswertung der ELISA- und Bradford-Tests

wurde Claris Works verwendet.




28

3. Ergebnisse

3.1 Der Interleukin-1B-converting-enzyme-Inhibitor Pralnacasan lindert die DSS-

induzierte Kolitis

3.1.1  Klinischer Verlauf der DSS-induzierten Kolitis unter Pralnacasan

Zur Uberprifung der Wirksamkeit von Pralnacasan in einem prophylaktischen Modell der
DSS-induzierten Kolitis kamen in einer ersten Versuchsreihe insgesamt 36 Balb/c Mause
zum Einsatz. Die Tiere wurden auf eine Kontrollgruppe, drei therapeutische Gruppen sowie
eine Vergleichsgruppe, die lediglich Tragermedium erhielt (fortan Placebogruppe genannt),
aufgeteilt. Alle Mause aulder den vier Tieren der Kontrollgruppe erhielten 3,5 Prozent DSS im
Trinkwasser verabreicht. Als Tragersubstanz fur Pralnacasan verwendeten wir in den p.o.
Gruppen HEC; bei Mausen, die Pralnacasan i.p. appliziert bekamen, wurde 25 Prozent
Cremophor EL verwendet, um die Sterilfiltration der Losung zu ermoglichen. Bei zwei
Mausgruppen wurden 25 mg pro kg Korpergewicht des ICE-Inhibitors Pralnacasan zweimal
taglich intraperitoneal, bzw. per os verabreicht. Eine weitere Gruppe wurde zweimal taglich
mit 12,5 mg/kg KG Pralnacasan p.o. behandelt. Um eventuelle Nebenwirkungen des
Medikaments beurteilen zu konnen, erhielten die Kontrolltiere ebenfalls Pralnacasan. Alle
Gruppen, die DSS erhielten, bestanden initial aus acht Versuchstieren (Tabelle 6). Die Gabe
erfolgte Uber zehn Tage; am elften Tag wurde der Versuch beendet und Material fir die ex

vivo-Untersuchungen gewonnen.

Tabelle 6: Experimentelle Anordnung zur Evaluierung der Wirksamkeit von Pralnacasan

Gruppe Tragerlésung Anzahl |Art der Gabe |Pralnacasan
(mg/kg)

DSS + HEC 0,5% HEC 8 p. 0. 0

DSS + Pralnacasan 25% Cremophor EL 8 i. p. 50 bid

DSS + Pralnacasan 0,5% HEC 8 p. O. 12,5 bid

DSS + Pralnacasan 0,5% HEC 8 p. o. 50 bid

Pralnacasan 25% Cremophor EL 2 i. p. 50 bid

Pralnacasan 0,5% HEC 2 p. O. 50 bid

Mause, die DSS erhielten, entwickelten beginnend ab Tag 4 eine typische

Kolitissymptomatik mit Durchfall und Blutauflagerung im Stuhl. Die Symptome manifestierten
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sich in einem erhdhten klinischen Score; per Definition entspricht dabei ein klinischer Score
groler als 0,5 einer Kolitis. Der Unterschied zur Kontrollgruppe war ab Tag 6 statistisch
signifikant (Abb. 3). Die intraperitoneale Gabe von 50 mg/kg bid Pralnacasan reduzierte den
klinischen Score unter DSS-Applikation signifikant. Das Signifikanzniveau im Vergleich zur
Placebogruppe wurde an den Tagen 6 (score 0,5 + 0,1 versus 1,6 = 0,3; p < 0,001) bis 10
(score 1,2 + 0,3 versus 2,6 + 0,5; p = 0,038) erreicht. Die orale Gabe von 50 mg/kg bid
Pralnacasan reduzierte ebenfalls die Kolitissymptomatik. Der Unterschied dieser Gruppe zur
Placebogruppe war an den Tagen 8 (score 1,3 + 0,2 versus 2,4 + 0,4; p = 0,034) und 9
(score 1,56 + 0,2 versus 2,7 + 0,5; p = 0,046) statistisch signifikant, verfehlte das

Signifikanzniveau aber an Tag 10.

3,5
Klinischer Score
301 DSS + HEC
2,5 1 DSS + 12,5 mg/kg bid Pralnacasan p.o.
2,0 DSS + 50 mg/kg bid Pralnacasan p.o.
1,5 1
DSS + 50 mg/kg bid Pralnacasan i.p.
1,0 1
0,5 -
Kein DSS
0,0 +—w——— ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Versuchstage

Abbildung 3: Klinischer Score. Die intraperitoneale Gabe von 50 mg/kg KG bid Pralnacasan
verringerte die Symptomatik, die die Versuchstiere unter DSS-Gabe entwickelten. In den
Score gingen die Parameter Gewichtsverlust, Diarrhé und positiver Hamoccult mit ein.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den DSS-exponierten Tieren, die 12,5 mg/kg bid
Pralnacasan p.o. erhielten und der DSS-exponierten Placebogruppe lie sich nicht
feststellen. In dieser Gruppe mit geringdosierter Pralnacasangabe per os starben drei Mause
wahrend des Experiments: Eine Maus verstarb am achten Tag ohne kolitische Symptomatik,
jedoch mit ausgepragtem Gewichtsverlust von 35 Prozent, was auf einen kausal von der
DSS-Gabe unabhangigen Tod hinweist. Zwei Mause dieser Gruppe gingen am zehnten Tag
mit schwerer Kolitis zugrunde. In der Placebogruppe verstarb eine Maus an der DSS-Kaolitis

am neunten Tag des Experiments.
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3.1.2 Darmlange und histologischer Score

Die Verabreichung von DSS filhrte zu einer Reduzierung der Kolonldange (Abb. 4)
Pralnacasan konnte diese Verkirzung abschwachen. Die mittlere Kolonldnge in allen
Pralnacasan-behandelten DSS-exponierten Gruppen war signifikant langer als in der
Placebogruppe: 12,6 + 0,7 cm in 50 mg/kg bid i.p.-behandelten Mausen, p = 0,003; 11,1 +
0,6 cm in 12,5 mg/kg bid p.o.-behandelten Tieren, p = 0,047 und 11,0 £ 0,5 cm in 50 mg/kg
bid p.o.-behandelten Mausen, p = 0,022 gegeniber 9,1 + 0,5 cm in der Placebogruppe.

kein DSS H

psS + HEC p.o. |

DSS + 50 mg/kg bid Pralnacasan i.p. H

DSS + 12,5 mg/kg bid Pralnacasan p.o.

DSS + 50 mg/kg bid Pralnacasan p.o.

6 8 10 12 14 16 18

o
N
N

Kolonlange (cm)

Abbildung 4: Darmléange. Die Kolonlange ist ein indirekter Marker des entzlndlichen
Prozesses im Kolon. Pralnacasan reduzierte die Abnahme der Kolonlange unter DSS-Gabe.

Die histologische Analyse der Colon transversum-Proben wurde nach Verblindung von
einem Pathologen durchgefiihrt (vgl. Tabelle 2). In allen DSS-exponierten Gruppen waren
histologische Anzeichen einer Entziindung nachzuweisen (Abb. 5), wohingegen die Proben
der Kontrollgruppe keine Anzeichen einer Entziindung aufwiesen (Score 0,0 + 0,0). Die
Gruppe die intraperitoneal mit 50 mg/kg bid Pralnacasan behandelt worden war, zeigte einen
Trend in Richtung eines reduzierten histologischen Scores (2,5 £ 0,7; p = 0,204) verglichen
mit der Placebogrupppe. Die Werte lagen bei 3,8 + 0,6 fir Tiere, die Placebo erhalten hatten,
3,8 £ 0,8 in der 12,5 mg/kg bid p.o. Gruppe und 3,6 in der 50 mg/kg bid p.o. Gruppe.
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Histologischer Score

4
. I
2 |
1 4
0
kein DSS DSS + HEC DSS +50 DSS +12,5 DSS + 50
p.o. mg/kg bid mg/kg bid mg/kg bid
Pralnacasan Pralnacasan Pralnacasan
i.p. p.o. p.o.

Abbildung 5: Histologische Analyse. Tiere der Pralnacasan i.p. Gruppe zeigten die
niedrigsten Scorewerte in der Auswertung durch einen Pathologen nach Verblindung der
Proben.

3.1.3 Synthese proinflammatorischer Proteine in Kolongewebe

Die Quantifizierung der Menge an IL-18 in Kolonhomogenat erfolgte durch ELISA-Messung
(Abb. 6). Die Zytokinmenge wurde in Bezug zur Menge an Gesamtprotein in der jeweiligen
Probe gesetzt. Tiere, die kein DSS erhalten hatten, zeigten die geringsten IL-18-Level (152 £
40 pg/mg Protein, n = 4). Die Gabe von DSS flihrte zu einer ausgepragten Zunahme von IL-
18 (317 + 76 pg/mg Protein in der Placebogruppe, n = 5). Die intraperitoneale Verabreichung
von 50 mg/kg bid Pralnacasan reduzierte die Konzentration an IL-18 im Vergleich zur
Placebogruppe signifikant (113 + 22 pg/mg Protein, n = 8, p = 0,016). Bei Mausen, die
Pralnacasan peroral appliziert bekommen hatten, konnte keine Reduzierung der

Konzentration an IL-18 im Kolonhomogenat festgestellt werden.

IL-18 (pg/mg Protein)
500 -

400 +
300 -
200 - '|'
100 - =
0 T T T T
kein DSS DSS + HEC DSS + 50 DSS + 12,5 DSS + 50
p.o. mg/kg bid mg/kg bid mg/kg bid
Pralnacasan Pralnacasan Pralnacasan
i.p. p.o. p.o.

Abbildung 6: Die IL-18-Spiegel im Kolonhomogenat waren nach DSS-Gabe erhdht.
Intraperitoneal mit Pralnacasan behandelte Tiere zeigten keine erhdhten IL-18-Spiegel.
Pralnacasan hatte die Synthese des proinflammatorischen Zytokins signifikant supprimiert.
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IL-1B-Protein stieg unter DSS-Gabe von 340 pg/mg Protein in der Kontrollgruppe auf 950
pg/mg Protein in der DSS-Placebogruppe an. Die intraperitoneale Gabe von Pralnacasan
reduzierte diesen Wert auf 360 pg/mg Protein. Die perorale Gabe flhrte ebenfalls zu einer
Reduktion der IL-1B3-Spiegel in den untersuchten Mausen, obgleich keiner dieser Effekte

Signifikanzniveau erreichte.

IL-1B (pg/mg Protein)

1600 -
1200 ~
800 -
400 - - T
O T T T T 1
kein DSS DSS + HEC p.o. DSS+50 mg/kg DSS+ 12,5 DSS+ 50 mg/kg
bid Pralnacasn mg/kg bid bid Pralnacasn
i.p. Pralnacasn p.o. p.o.

Abbildung 7: Die IL-1B-Spiegel stiegen unter DSS-Gabe an. Die Gabe von DSS erhdhte die
Spiegel an IL-1B. Signifikanz erreichte dieser Befund allerdings nicht (p = 0,140).

In dieser Versuchsreihe konnte keine Erhéhung der IFN-y-Spiegel im Kolonhomogenat unter
DSS-Gabe nachgewiesen werden. In den Kontrolltieren fand sich 31 + 14 pg/mg IFN-y-
Protein. In der Placebogruppe wurde geringfugig mehr IFN-y nachgewiesen (39 + 19 pg/mg).
In den Pralnacasan-behandelten Tieren wurden IFN-y-Level von 51 £ 20 pg in der 50 mg/kg
bid Pralnacasan i.p. Gruppe, 52 + 20 pg in der 12,5 mg/kg bid Pralnacasan p.o. Gruppe und
40 % 14 pg/mg in der 50 mg/kg bid Pralnacasan p.o. Gruppe gemessen.

3.1.4 Produktion von Interferon-y in paraaortalen Lymphknoten

Weiterhin wurde die Produktion des proinflammatorischen Th1-Zytokins IFN-y durch
Lymphknoten in paraaortalen Lymphknoten untersucht. Lymphflissigkeit des unteren
Gastrointestinaltrakts wird Gber diese Lymphknoten drainiert. Nach intrazellularer Farbung
mit Anti-IFN-y-Antikdrper wurde der prozentuale Anteil der IFN-y-produzierenden Zellen an
der Gesamtpopulation der Lymphozyten durch FACS-Analyse bestimmt. DSS-Exposition
fuhrte zu einer Zunahme des Anteils IFN-y-produzierender Lymphozyten (Abb. 8). In der
Placebogruppe (n = 4) waren 84 + 2% der Lymphozyten IFN-y-positiv verglichen mit 72 + 1%
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in der Kontrollgruppe, die kein DSS erhalten hatte (n = 4; p = 0,003). Die Wirkung von
Pralnacasan auf die IFN-y-Produktion in paraaortalen Lymphknoten korrelierte mit dessen
Einfluss auf den klinischen Score. Die Behandlung mit 12,5 mg/kg bid Pralnacasan zeigte
keine Reduzierung des Anteils IFN-y-positiver Zellen (82 + 2%; n = 2), wohingegen die
perorale Gabe von 50 mg/kg bid Pralnacasan diesen Anteil auf 79 + 4% senkte (n = 4). Die
intraperitoneale Verabreichung von 50 mg/kg bid Pralnacasan reduzierte den Anteil IFN-y-
positiver Lymphozyten statistisch signifikant auf 75 + 1% (p = 0,021 im Vergleich zur
Placebogruppe).

Anteil IFN-y positiver Zellen

100 - . .
|
90 -
80 -
T
-
70 -
60 T T T
kein DSS DSS + HEC DSS+50 DSS + 12,5 DSS + 50
p.o. mg/kg bid mg/kg bid mg/kg bid
Pralnacasan Pralnacasan Pralnacasan
i.p. p.o. p.o.

Abbildung 8: Anteil IFN-y-positiver Zellen aus paraaortalen Lymphknoten nach Stimulation.
Nach elftagiger DSS-Gabe fand sich ein prozentual héherer Anteil IFN-y-positiver Zellen.
Intraperitoneale Pralnacasangabe reduzierte diesen Anstieg statistisch signifikant.

3.1.5 Invitro-Synthese von Interferon-y durch Splenozyten

Um den systemischen Effekt von Pralnacasan auf die Suppression der IFN-y-Synthese zu
beurteilen, wurden Splenozyten Uber 20 Stunden unter Stimulation mit PMA (10 ng/ml) und
lonomycin (1 pg/ml) kultiviert. AnschlieRend wurde der IFN-y-Gehalt in den Uberstanden per
ELISA quantifiziert (Abb. 9). Pralnacasan unterdrickte die IFN-y-Synthese in den
Splenozyten samtlicher Mause, die der Substanz ausgesetzt waren. Nur die Placebo-
behandelte Gruppe zeigte einen substantiellen Anstieg der IFN-y-Produktion nach
Stimulation mit PMA und lonomycin (5721 + 1506 pg/ml; n = 7). Die Differenz in der IFN-y-
Produktion zwischen der Cremophor EL- und allen Pralnacasan-behandelten Gruppen war
statistisch signifikant: 12,5 mg/kg bid Pralnacasan p.o. 689 + 84 pg/ml, n = 5, p = 0,006; 50
mg/kg bid Pralnacasan p.o. 1172 + 110 pg/ml, n = 8, p = 0,007; 50 mg/kg bid Pralnacasan
i.p. 778 + 175 pg/ml, n =8, p = 0,004.
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Abbildung 9: IFN-y im Uberstand von Splenozytenkultur. Deutlich zeigte sich, dass
Pralnacasan die IFN-y-Produktion von Splenozyten supprimierte und den Anstieg der IFN-y-
Spiegel nach DSS-Gabe verhinderte.

3.1.6 Pralnacasan im therapeutischen Modell

Nachdem Pralnacasan im praventiven Modell gute Wirksamkeit bewiesen hatte, wurde in
einer weiteren Versuchsreihe untersucht, ob die Substanz auch in der Lage ist, eine bereits
etablierte Kolitis zu lindern. Zwanzig Balb/c Mausen wurde Uber acht Tage 3,5% DSS
verabreicht; zwei Mause erhielten als Kontrollen kein DSS. Am Abend der siebten Tages
wurden die Mause gemal ihres klinischen Scores in zwei Gruppen identischer Kolitisaktivitat
eingeteilt; die DSS-Gabe wurde Uber Nacht fortgefihrt. Am Morgen des achten Tages wurde
DSS abgesetzt, der klinische Score erhoben und mit der zweimal taglichen Gabe von 50
mg/kg Pralnacasan i.p. begonnen. Der Morgen des achten Tages wird im Folgenden als
erster Tag der Pralnacasangabe bezeichnet. Taglich wurde nun der klinische Score
bestimmt (Abb. 10). Es zeigte sich, dass die Gabe von Pralnacasan bereits nach 24 Stunden
zu einer leichten Verbesserung der Kolitisaktivitat geflihrt hatte, wohingegen Mause der
Placebogruppe, die lediglich mit Cremophor EL behandelt wurden, eine Verschlechterung
der Symptomatik zeigten (Score von 2,57 + 0,25 in der Placebogruppe gegeniber 2,07 +
0,22 in der Pralnacasangruppe). In der Folgezeit verbesserten sich auch die Mause der
Placebogruppe auf einen Score von zuletzt 1,75 £ 0,36. Die Mause der Placebogruppe
hielten in dieser Zeit einen Abstand von 0,5 bis 0,7 Scorepunkten. Das Signifikanzniveau
wurde jedoch nicht erreicht. Zu Beginn des dreizehnten Versuchstages wurde das

Experiment beendet.
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Abbildung 10: Klinischer Score im therapeutischen Modell. Die Gabe von Pralnacasan
konnte die Heilung leicht beschleunigen. Die Wirkung des ICE-Inhibitors war jedoch nicht
statistisch signifikant fassbar.

3.2 Pralnacasan bewirkt die Reduktion einer IL-18-vermittelten Th1-Immunantwort
im Modell der DSS-induzierten Kolitis

3.2.1 Die Linderung der DSS-induzierten Kolitis durch Pralnacasan ist mit reduzierten IL-
18-Spiegeln verbunden

Im Unterschied zu den Untersuchungen des vorangehenden Kapitels sollte Pralnacasan nun
als Instrument zur Klarung der Pathophysiologie des DSS-Modells verwendet werden. Zu
diesem Zweck wurden die Spiegel proinflammatorischer Zytokine im zeitlichen Verlauf
untersucht. Weibliche Balb/c Mause, die Uber einen genetischen Hintergrund verfiigen, der
sie fur Th2 Immunantworten pradestiniert, erhielten 3,5% DSS Uber eine Maximaldauer von
elf Tagen. Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt. Zehn Mause erhielten 3,5% DSS und
Cremophor EL ("Placebo"), 9 Mause 3,5% DSS und 50 mg/kg bid Pralnacasan i.p. und 8
Mause erhielten als Kontrollgruppe lediglich Wasser sowie Cremophor EL. Vor
Versuchsbeginn wurden Subgruppen definiert und fiir diese der Versuch an den Tagen vier,
acht und elf nach Beginn der DSS-Gabe beendet. Den jeweiligen Tieren wurde Gewebe flr
die ex vivo Untersuchungen entnommen. Die Verabreichung von DSS filhrte zur Ausbildung
einer kolitischen Symptomatik, die sich ab dem dritten Versuchstag entwickelte.
Pralnacasangabe verringerte den klinischen Score signifikant (Abb. 11). Nach elf Tagen
hatten die Tiere in der Placebogruppe einen klinischen Score von 2,00 + 0,26 erreicht.
Mause in der Pralnacasangruppe hielten sich bei einem Score von 0,56 + 0,24 (p = 0,021).

Mause in der Placebogruppe hatten 13 % ihres Ausgangsgewichts verloren, wohingegen



36

Mause in der Pralnacasangruppe nur 8% verloren hatten. Die Reduktion der Darmlénge
unter DSS-Gabe (9,80 + 0,96 cm an Tag 11 der DSS-Gabe verglichen mit 14,25 £ 0,28 cm in
der Kontrollgruppe, p = 0,002) wurde durch Pralnacasan verringert (12,33 £ 0,54 cm an Tag
11 der DSS-Gabe, p = 0,136 verglichen mit der Placebogruppe an Tag 11).

2,5 1 Klinischer Score

DSS + Cremophor EL

DSS + 50 mg/kg bid Pralnacasan i.p.

T+ Kein DSS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 11: Klinischer Score. Mause der Pralnacasangruppe verlieren weniger
Korpergewicht und zeigen weniger kolitische Symptome als die Versuchstieren in der
Gruppe, die lediglich Tragersubstanz erhielt.

Um den Einfluss von Pralnacasan auf die Zytokinexpression zu bestimmen, wurde der
Gehalt an TNF-q, IL-18, IFN-y und IL-12 in Kolonhomogenat per ELISA bestimmt (Abb. 12).
Nach viertagiger DSS-Gabe waren die IL-18-Spiegel signifikant angestiegen (1977 + 400
pg/mg Protein verglichen mit 923 + 136 pg/mg Protein in der Kontrollgruppe ohne DSS, p =
0,009). Pralnacasan verhinderte diesen Anstieg (1076 = 107 pg/mg Protein, p = 0,049
verglichen mit Placebo). Nach 8 und 11 Tagen der DSS-Gabe fanden sich IL-18-Spiegel von
1046 £ 389 pg/mg Protein und 827 + 70 pg/mg Protein in der Placebogruppe sowie von 929
+ 297 pg/mg Protein und 1190 + 211 pg/mg Protein in der Pralnacasan-behandelten Gruppe.
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Abbildung 12: Die Produktion von IL-18 steigt schon wenige Tage nach Beginn der DSS-
Gabe steil an. Im Vergleich zur Kontrollgruppe fand sich signifikant mehr IL-18-Protein im
Kolonhomogenat der Placebogruppe vier Tage nach Beginn der DSS-Gabe. Dunkle Balken
reprasentieren — auch im Folgenden — die Placebogruppen, hellere Balken die Gruppen, die
mit Pralnacasan behandelt wurden.

In ahnlicher Weise fanden sich die héchsten Spiegel an TNF-a in der Placebogruppe, die am
vierten Tag der DSS-Gabe geopfert wurde (89 + 40 pg/mg Protein verglichen mit 35 + 5
pg/mg Protein in der Kontrollgruppe, p = 0,050). Im Gegensatz zur ausgepragten Wirkung
auf die IL-18-Spiegel, hatte Pralnacasan keinen Einfluss auf die TNF-a-Spiegel am vierten
Tag (98 = 36 pg/mg Protein, p = 0,018 verglichen mit der Kontrollgruppe). Acht Tage nach
Beginn des Behandlungsprotokolls, fanden sich in der Placebogruppe ein TNF-a-Gehalt von

71 £ 27 pg/mg Protein. Nach elf Tagen wurden 23 + 7 pg/mg Protein gemessen.

200 1 TNF-q (pg/mg Protein)
160 - - |
120 -
80 -
“r e
0

kein DSS Tag 4 Tag 8 Tag 11

Abbildung 13: Auch die TNF-a-Menge stieg zu Beginn der DSS-Gabe steil an. Im Gegensatz
zu IL-18 fanden sich auch in der Pralnacasangruppe am vierten Versuchstag erhéhte TNF-a-
Spiegel (dunkle Balken = Placebogruppe, hellere Balken = Pralnacasangruppe)
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IL-12 zeigte denselben Zytokingipfel am vierten Tag der DSS-Gabe (1615 + 317 pg/mg
Protein in der Placebogruppe verglichen mit 418 + 86 pg/mg Protein in der Kontrollgruppe, p
< 0,001). Wiederum hatte Pralnacasan nur einen geringen Effekt auf die IL-12-Produktion
(1127 £ 394 pg/mg Protein).

2500 - |L-12 (pg/mg Protein)

2000 - * ' |
[
1500 -
1000 -
0
kein DSS Tag 4 Tag 8 Tag 11

Abbildung 14: IL-12 zeigte ein ahnliches Muster im zeitlichen Verlauf wie TNF-a. Der Abfall
der IL-12-Spiegel zum Ende des Versuchs war statistisch signifikant.

Interessanterweise wurde der IFN-y-Gehalt im Kolon durch die DSS-Gabe — wie schon im
Vorversuch — nur gering beeinflusst (302 + 28 pg/mg Protein in der Kontrollgruppe; 407 %
128 pg/mg Protein nach vier Tagen; 296 + 65 pg/mg Protein nach acht Tagen und 220 + 22
pg/mg Protein nach elf Tagen DSS-Gabe in der Placebogruppe). Behandlung mit
Pralnacasan reduzierte den moderaten Anstieg der IFN-y-Produktion in der frlhen Phase der
DSS-Gabe.

600 - |FN-y (pg/mg Protein)

500 -
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Abbildung 15: Die Produktion von IFN-y steigt im Darm von Balb/c Mausen unter DSS-Gabe
nicht signifikant an. Auch die Behandlung mit Pralnacasan erbrachte keine Anderung der
IFN-y-Spiegel in Kolonhomogenat.
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IL-1B stieg unter DSS-Gabe kontinuierlich bis zum elften Tag der Gabe an und erreichte
schliellich nach 122 pg/mg Protein an Tag 4 und 262 pg/mg Protein an Tag 8 einen Wert
von 486 pg/mg Protein am elften Tag der DSS-Gabe. In der Kontrollgruppe fanden sich in
diesem Experiment 39 pg/mg Protein; die Unterschiede zu den mit DSS behandelten Tieren
waren hochsignifikant (p < 0,001, p = 0,024 und p = 0,023). Pralnacasan schien in den
ersten Tagen nur geringen Einfluss auf die Menge an IL-18 im Kolonhomogenat zu haben.
Im Kolon der Mause, fiir die der Versuch an Tag 11 beendet wurde, fanden sich in der
Pralnacasangruppe jedoch deutlich reduzierte IL-1B-Spiegel. Dabei entsprachen die

niedrigen IL-1B-Werte den niedrigen Werten dieser Mause im klinischen Score.

Protein)
800 +
600 - *
400 ~
200 -
L HD
kein DSS Tag 4 Tag 8 Tag 11

Abbildung 16: IL-1B stieg unter DSS-Gabe signifikant an. Pralnacasan hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die IL-1B-Spiegel. Es zeigte sich jedoch — wie durch den
Mechanismus des ICE-Inhibitors zu erwarten — ein Trend hin zu einer Reduktion der Spiegel
durch Pralnacasan im Verlauf des Entzlindungsgeschehens.

3.2.2 Pralnacasan reduziert signifikant den Anstieg der IP-10-mRNA-Expression
Verglichen mit der Kontrollgruppe (77 + 25 TNF-a-mRNA-Kopien pro eine Million GAPDH-
Kopien), fuhrte DSS-Gabe bei den Balb/c Mausen zu einer erhdhten Expression an TNF-a-
mRNA im zeitlichen Verlauf (76 + 45 Kopien am vierten Tag, 330 + 93 Kopien am achten
Tag und 258 + 117 Kopien am elften Tag in der Placebogruppe). Dieser signifikante Anstieg
(p = 0,006 an Tag 8 und p = 0,079 an Tag 11) wurde durch Behandlung mit Pralnacasan
reduziert (jeweils 135 £ 19, 196 + 86 und 34 + 7 Kopien).
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Abbildung 17: Die Anzahl der TNF-a-mRNA-Kopien in Kolongewebe steigt unter DSS-Gabe
signifikant an. Pralnacasan reduziert die Anzahl der TNF-a-mRNA-Kopien zwar; der Effekt
war jedoch nicht statistisch fassbar. Dunkle Balken reprasentieren die lediglich mit
Tragerldsung behandelten Mause; die Pralnacasan-behandelten Tiere sind durch hellgraue
Balken reprasentiert.

Die Expression von IP-10 mRNA stieg wahrend der DSS-Gabe ebenfalls stetig an.
Kontrolltiere zeigten einen Index von 47 + 20 IP-10-Kopien pro eine Million GAPDH-Kopien.
In der Placebo-behandelten Gruppe stieg dieser Indexwert signifikant auf 73 + 52, 209 + 88
und 292 + 123 an den Tagen 4, 8 und 11 der DSS-Gabe an (p = 0,011 am achten Tag und p
= 0,028 am elften Tag). Pralnacasan konnte diesen Anstieg verhindern (jeweils 129 + 76, 58
+ 24 and 84 + 43 Kopien, p = 0,049 an Tag 8).
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Abbildung 18: Die IP-10-mRNA-Expression stieg wie die Expression von TNF-a zwischen
dem vierten und dem achten Tag signifikant an. Deutlicher als im Falle von TNF-a wurde die
IP-10-Expression von Pralnacasan supprimiert.
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Die DSS-Gabe hatte keinen signifikanten Einfluss auf die IL-18-mRNA-Expression (407 + 68
Kopien in der Kontrollgruppe, 173 = 9 Kopien am vierten Tag, 388 + 123 Kopien am achten
Tag und 456 + 290 Kopien am elften Tag in der Placebogruppe). Interessanterweise war die
IL-18-mRNA-Expression in der Pralnacasan-behandelten Gruppe nach elf Tagen DSS-Gabe
signifikant erhéht (857 + 156 Kopien, p = 0,0136).
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Abbildung 19: In der Placebogruppe liel} sich kein Anstieg der IL-18-mRNA-Expression
nachweisen. Lediglich unter Behandlung mit Pralnacasan fand sich nach elftdgiger DSS-
Gabe eine erhohte IL-18-Expression.

Kurz zusammengefasst zeigte sich, dass in Balb/c Mausen die therapeutische Wirksamkeit
von Pralnacasan mit einer signifikanten Reduktion der IP-10-mRNA-Expression verbunden
war. Da das Interferon-y-inducible-protein-10 ein direkter Marker fur eine Th1-Immunantwort
ist, lag es nahe, den Effekt von Pralnacasan in einem Tiermodellsystem zu untersuchen, das
Th1-Zell-Aktivierung unterstutzt. Als Mausstamm fir den folgenden Versuch wurden daher
C57BL/6 Mause ausgewahlt, deren genetischer Hintergrund sie eher in Richtung einer Th1-

Immunantwort tendieren lasst.

3.2.3 Pralnacasan besitzt hohe therapeutische Wirksamkeit in C57BL/6 Mausen und
verhindert den IFN-y-Anstieg unter DSS-Gabe

Zwei Gruppen von C57BL/6 Mausen (jeweils n = 8) erhielten 1,5% DSS im Trinkwasser und
wurden entweder mit 50 mg/kg bid Pralnacasan i.p. oder mit der Tragerlésung 25%
Cremophor EL behandelt. Eine Kontrollgruppe von acht Mausen erhielt Leitungswasser. Vor
Versuchsbeginn definierte Subgruppen (jeweils n = 4) wurden am sechsten Tag der DSS-
Gabe geopfert; bei den Uberlebenden Tieren wurde der Versuch am elften Tag beendet.
Mause der Placebogruppe begannen am sechsten Tag des Versuchs starke kolitische

Symptome zu entwickeln. Am Ende des Versuchsprotokolls erreichten die Mause, die
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lediglich Cremophor EL erhalten hatten, einen klinischen Score von 3,17 + 0,19. Die mit
Pralnacasan behandelte Gruppe zeigte einen klinischen Score von 1,17 + 0,45. Bis zum
neunten Tag der DSS-Gabe waren die Pralnacasan-behandelten Mause annahernd
symptomfrei und zeigten weder Gewichtsverlust noch Diarrhoe oder positiven Hamoccult
(Abb. 20). Zusammenschauend betrachtet war Pralnacasan in den C57BL/6 Mausen

wirksamer als in den Balb/c Mausen.
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0,0 +—m 7\41//" ‘ i —
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Versuchsabbruch fir l

DSS + Cremophor EL

DSS + Pralnacasan i.p.

Abbildung 20: Klinischer Score. Auch C57BL/6 Mause profitieren von der Behandlung mit 50
mg/kg bid Pralnacasan. Deutlicher noch als bei Balb/c Mausen zeigte sich der klinische
Effekt des ICE-Inhibitors.

Ex vivo wurde der IFN-y-Gehalt im Kolon bestimmt, um das Mall der Th1-Antwort in
C57BL/6 Mausen nach DSS-Gabe sowie den Einfluss von Pralnacasan zu bestimmen. Im
Gegensatz zu Balb/c Mausen zeigten C57BL/6 Mause der Placebogruppe einen
signifikanten Anstieg des IFN-y-Spiegels nach sechstagiger DSS-Gabe (134 + 18 pg/mg
Protein verglichen mit 52 + 4 pg/mg Protein in der Kontrollgruppe, p = 0,009). Wie in Abb. 21
dargestellt, verhinderte Pralnacasan den IFN-y-Anstieg unter DSS-Gabe (97 + 10 pg/mg, p =
0,016). Am Ende des Versuchsprotokolls war der IFN-y-Gehalt in Kolonhomogenat (im
Vergleich zu den erhdhten Spiegeln an Tag 6) signifikant reduziert (61 £ 5 pg/mg Protein in
der Placebogruppe, p = 0,008 verglichen mit dem Gehalt an Tag 6 in der Placebogruppe).
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Abbildung 21: C57BL/6 Mause reagierten auf die DSS-Gabe mit erhéhten IFN-y-Spiegeln.
Pralnacasan reduzierte die Menge an IFN-y statistisch signifikant. Nach elftagiger DSS-Gabe
fanden sich wiederum IFN-y-Spiegel auf Hohe des Ausgangswertes (dunkle Balken
reprasentieren die Placebogruppe, hellere Balken die Pralnacasangruppe).

3.2.4 Der Anstieg der IP-10-mRNA-, nicht aber der TNF-a-mRNA-Expression unter DSS-
Gabe wird in C57BL/6 Mausen durch Pralnacasan unterbunden

Die Bestimmung der TNF-a-mRNA-Expression durch Real-time-PCR zeigte ein Verhaltnis
von 141 + 14 TNF-a-Kopien pro eine Million GAPDH-Kopien in der Placebogruppe am elften
Versuchstag (Abb. 22). Dies entspricht einem hoch signifikanten Anstieg (P < 0,0001)
verglichen mit den 22 + 1 Kopien am sechsten Tag und den 9 + 3 Kopien in der
Kontrollgruppe. In C57BL/6 hatte Pralnacasan keinen Einfluss auf die TNF-a-mRNA-
Expression (11 = 6 pg/mg am sechsten Tag und 202 = 72 pg/mg am elften Tag). Im
Gegensatz zur TNF-a-mRNA-Expression waren die Spiegel an [IP-10-mRNA durch
Pralnacasangabe signifikant beeinflusst. Die IP-10-mRNA-Expression zeigte einen stetigen
Anstieg unter DSS-Gabe. Es fanden sich 80 £ 31 Kopien pro eine Million GAPDH-Kopien in
der Kontrollgruppe verglichen mit 241 + 29 Kopien am sechsten Tag (p < 0,0001) und 761 +
83 Kopien am elften Tag (p < 0,0001) in der Placebogruppe. Pralnacasan verhinderte diesen
Anstieg (57 + 15 Kopien an Tag 6, p = 0,0306, und 187 £ 46 Kopien an Tag 11, p = 0,0009).
Wie im vorangegangenen Versuch wurden die Spiegel an IL-18-mRNA durch die Gabe von
DSS nicht signifikant beeinflusst. Verglichen mit der Expression von IL-18 in Balb/c Mausen
war die Anzahl der IL-18-Kopien im Kolon von C57BL/6 Mausen sehr hoch: Es fanden sich
8472 + 858 Kopien pro eine Million GAPDH-Kopien in der Kontrollgruppe ohne signifikante

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 22: Wie auch in Balb/c Mausen fand sich eine Erhéhung der Anzahl an TNF-a-
Kopien nach dem sechsten Tag der DSS-Gabe. Pralnacasan (hellgraue Balken) hatte auf die
Expression von TNF-a keinen Effekt.
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Abbildung 23: Die Anzahl der IP-10-Kopien stieg unter DSS-Gabe stetig an. Anders als bei
der TNF-a-Expression wurde die Expression des Interferon-y-inducing-protein-10 durch den
ICE-Inhibitor signifikant supprimiert.
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Abbildung 24: Die Anzahl der IL-18-Kopien wurde weder durch die Applikation von DSS noch
durch den ICE-Inhibitor signifikant beeinflusst.

3.2.5 Schadigung des Epithels durch DSS-Gabe

In der histologischen Analyse wurde ein separater Entzindungs- und Epithelschadensscore
ermittelt. Es fanden sich keine Zeichen von Epithelschaden in der Kontrollgruppe und nach
viertdgiger DSS-Gabe. Nach acht und elf Tagen DSS-Gabe jedoch war das Kolonepithel
stark geschadigt. Es fand sich ein Score von 1,33 + 0,62 am achten Tag und 1,25 + 0,41 am
elften Tag in der Placebogruppe, sowie Werte von 1,67 + 0,68 und 0,33 + 0,27 in der
Pralnacasan-behandelten Gruppe. Die Differenz zwischen der Kontrollgruppe und der DSS-
Placebogruppe verfehlte das Signifikanzniveau an Tag 8 (p = 0,054), erreichte an Tag 11
jedoch einen p-Wert von 0,010. Interessanterweise erreichte der separate Entziindungsscore
den Maximalwert acht Tage nach Beginn der DSS-Gabe und fiel anschlieRend auf 68% des
Hoéchstwertes ab: 0,17 + 0,14 am vierten Tag, 1,67 + 0,42 am achten Tag und 1,13 + 0,37
am elften Tag verglichen mit 0,00 + 0,00 in der Kontrollgruppe (p = 0,003 an Tag 8 und p =
0,010 an Tag 11).
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Abbildung 25: Entzindungs- und Epithelschadensscore. Der Effekt von Pralnacasan
(hellgraue Balken) am Ende des Versuchs war deutlich, erreichte jedoch in der statistischen
Auswertung keine Signifikanz. Am vierten Tag waren die histologischen Parameter noch
vollig normal; zu diesem Zeitpunkt fanden sich jedoch schon signifikant erhdhte Werte an IL-
18, IL-12 und TNF-a.
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Abbildung 26: Transversalschnitt des Darms einer Maus nach elf Tagen DSS-Gabe ohne
Pralnacasanbehandlung (Farbung mit Hamatoxylin-Eosin). Das Gewebe ist fast vollig
zerstort: Krypten sind kaum mehr zu erkennen. Entziindungszellen haben ein dichtes Infiltrat
gebildet und das Gewebe ist 6dematds verquollen und fibrosiert.

Abbildung 27: Kolongewebe einer Maus nachelftagiger DSS-Gabe mit begleitender
Pralnacasantherapie. Deutlich ist zu erkennen, dass die Struktur der Krypten erhalten und
die Epithelbarriere im Unterschied zu den Placebomausen unbeschadet ist. Es sind kaum
infiltrierende Zellen auszumachen. Die Odembildung und die Fibrosierung sind gering
ausgepragt.
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3.3 Untersuchung alternativer Parameter der Kolitisaktivitat in der Spatphase der
DSS-induzierten Kolitis

3.3.1  TNF-a-, MCP-1- und KC-mRNA-Expression

Die nachweisbare Menge an proinflammatorischem Protein korreliert in der Spatphase der
DSS-induzierten Kolitis nicht in allen Fallen mit dem klinischen Schweregrad der
Entziindung. Proteinmessungen scheinen somit ein wenig valider Parameter der
Kolitisaktivitat zu sein. Es wurden daher Surrogatparameter gesucht, die Aufschluss ber die
Kolitisaktivitat geben kdnnen. Die IP-10-mRNA-Expression war bereits in der Frihphase der
DSS-Gabe signifikant erhoht — also noch bevor die Tiere eine ausgepragte klinische
Kolitissymptomatik zeigten. Die TNF-a-mRNA-Expression jedoch stieg — gerade in C57BL/6
Mausen — erst zum elften Tag der DSS-Gabe an. Somit kdnnte gerade die TNF-a-mRNA-
Expression ein geeigneter Parameter der Kolitisaktivitdt sein und sich als Endpunkt in

Tiermodellen chronisch entzindlicher Darmerkrankung eignen.

Unter Verwendung konventioneller PCR wurde vorerst versucht, die Ergebnisse der Light
Cycler-PCR aus der zuvor beschriebenen Versuchsreihe mit C57BL/6 Mausen zu
bestatigen, um anschlieRend weitere Zytokine auf ihre Eignung als Endpunkte des DSS-
Modells zu testen. Des weiteren wurde untersucht, ob die mMRNA-Expression in
Lymphknoten als geeigneter Parameter der DSS-induzierten Kolitis dienen kann. Auch hier
lag der Schwerpunkt der Arbeit auf der Untersuchung des zeitlichen Verlaufs. Zuletzt
beschaftigt sich dieses Kapitel auch mit der Frage, inwieweit die durchflusszytometrische

Analyse paraaortaler Lymphknotenzellen ein geeigneter Parameter der Kolitisaktivitat ist.

Unter Verwendung konventioneller PCR wurde die Menge an TNF-a-mRNA als optische
Dichte (OD) der TNF-a-Bande per optischer Dichte der B-Aktin-Bande berechnet, wodurch
sich Indexwerte der relativen Expression ergaben. Zum Einsatz kamen dabei die
Kolongewebsproben aus dem Pralnacasanversuch mit C57BL/6 Mausen. Vorrangig sollten
die Ergebnisse der Real-time-PCR reproduziert und visualisiert werden. Die TNF-a-mRNA-
Expression war in der Tat am hochsten in den Mausen, die elf Tage DSS erhalten hatten.
Die Indexwerte lagen bei 1,30 + 0,11 in der Kontrollgruppe und in der unbehandelten DSS-
Gruppe bei 0,71 + 0,08 an Tag 6 und 1,97 £ 0,04 an Tag 11 (p = 0,012 im Vergleich zur
Kontrollgruppe). Bei den Pralnacasan-behandelten Tieren fand sich ein Indexwert von 0,931
+ 0,071 am sechsten Tag und von 2,044 + 0,139 am elften Tag. Die Behandlung mit
Pralnacasan zeigte — wie auch in der Real-time-PCR — keinen Effekt auf die TNF-a-mRNA-

Expression. Es ist aber festzustellen, dass die einzige Maus in der Pralnacasangruppe, die
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auch am elften Tag noch véllig gesund war, eine sehr schwache TNF-a-Bande aufwies. Dies
deckte sich vollstandig mit den Befunden der Real-time-PCR; auch hier hatte diese
spezifische Maus am elften Tag der DSS-Gabe den geringsten Relativwert in ihrer Gruppe
mit 25 TNF-a-Kopien pro eine Million GAPDH-Kopien bei einem Gruppendurchschnittswert
von 202 TNF-a-Kopien pro eine Million GAPDH-Kopien.

3. ODTNF-a/
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Abbildung 26: TNF-a-mRNA-Expression in Kolongewebe. Die obere Balkengraphik
reprasentiert die Mittelwerte der OD TNF-a per OD B-Aktin. Dunkle Balken reprasentieren
dabei die Placebogruppe, helle Balken die Pralnacasangruppe. Darunter die Photographie
der TNF-a-Banden. Die untere Balkengraphik stellt den klinischen Scorewert der einzelnen
Mause dar — in Beziehung gesetzt zu den Banden der darlber stehenden Photographie.
Jeder Balken reprasentiert ein individuelles Versuchstier mit dem Scorewert am jeweiligen
Abschlusstag. Es zeigt sich, dass die Maus, die auch am elften Tag der DSS-Gabe unter
Pralnacasan noch voéllig symptomfrei war, eine schwache TNF-a Bande aufweist.




50

Die MCP-1 mRNA-Expression zeigte ein ahnliches Muster wie die TNF-a-Expression (0,84 +
0,01 an Tag 11 verglichen mit 0,38 + 0,17 an Tag 6 in der Placebogruppe, p = 0,012). Es lie3

sich kein Effekt von Pralnacasan auf die mRNA-Expression dieses Chemokins nachweisen.
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Abbildung 27: MCP-1-mRNA-Expression als OD MCP-1 / OD B-Aktin. Obgleich nominal
gering, waren die Differenzen zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und den Tieren nach
elftagiger DSS-Gabe doch statistisch signifikant. Ein Effekt von Pralnacasan auf die MCP-1-
Expression lief sich nicht nachweisen.

Die Expression von KC wurde durch den ICE-Inhibitor signifikant beeinflusst. Die
Kontrolltiere zeigten einen Expressionsindex von 0,05 + 0,01. Tiere, die DSS erhielten,
hatten am sechsten Tag der DSS-Gabe Werte, die noch darunter lagen. Nach elf Tagen
wurden erhdhte Werte fiir die KC-Expression in der Placebogruppe nachgewiesen (0,30 +
0,05, p < 0,001). Dieser Anstieg war in der Pralnacasan-behandelten Gruppe signifikant

reduziert auf einen Indexwert von 0,13 + 0,02 (p = 0,028).
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Abbildung 28: KC-mRNA-Expression im Kolongewebe von C57BL/6 Mausen. Die Reduktion
der stark gesteigerten KC-Expression nach elf Tagen DSS-Gabe durch Pralnacasan war
statistisch signifikant.

3.3.2 IL-18-, IP-10- und TNF-a-mRNA-Expression in paraaortalen Lymphknoten

Neben der mRNA-Expression in Kolongewebe wurde auch die Expression in
Lymphknotengewebe untersucht. Zum Einsatz kam auch fiir diese Experimente Material des
Versuches an C57BL/6 Mausen. Im Fall von IL-18 waren die Werte der Placebogruppe
gegeniber der Pralnacasan- und der Kontrollgruppe zwar erhéht mit 856 Kopien in der
Placebogruppe am letzten Tag versus 538 Kopien in der Pralnacasangruppe, sowie 537
Kopien in der Kontrollgruppe (jeweils pro eine Million GAPDH-Kopien). Signifikanzniveau
wurde jedoch nicht erreicht. Die TNF-a-mRNA-Expression in Lymphknotengewebe wurde
weder durch die DSS-Gabe noch durch Pralnacasan beeinflusst und lag — sehr niedrig —
zwischen 13 und 31 Kopien in den verschiedenen Armen der Analyse. Die IP-10-mRNA-
Expression in Lymphknotengewebe war zwar am elften Tag der DSS-Gabe erhéht (von 40
Kopien in der Kontrollgruppe auf 72 Kopien in der Placebogruppe an Tag 11); auch in

diesem Fall wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht.
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Abbildung 29: Expression von IL-18, TNF-a und IP-10 in Lymphknotengewebe paraortaler
Lymphknoten.

Weder die Expression von IL-18, noch von TNF-a oder IP-10 wurde durch die Gabe von DSS
signifikant beeinflusst. Dementsprechend fand sich auch kein Effekt des Interleukin-13
converting enzyme Inhibitors Pralnacasan (hellgraue Balken) auf die mMRNA-Expression.

3.3.3 IFN-y-positive Lymphozyten aus paraaortalen Lymphknoten

Als weiterer Parameter des entzindlichen Prozesses in den drainierenden Lymphknoten des
Gastrointestinaltraktes wurde intrazellulares IFN-y in Lymphozyten aus paraaortalen
Lymphknoten nach Stimulation gemessen. Es wurde sowohl Material der C57BL/6 Mause
als auch Lymphknotenmaterial der Balb/c Mause des time course-Versuches (vergleiche
Gliederungspunkte 3.2.1 bis 3.2.3) verwendet. In C57BL/6 Mausen fanden sich — bei hohem
Ausgangsniveau — keine signifikant erhéhten Spiegel unter DSS-Gabe. In der Kontrollgruppe
fanden sich 41,7 + 6,0% IFN-y-positive Zellen (n = 8). In der Placebogruppe waren am
sechsten Tag 51,3 + 6,6% der Zellen aus paraaortalen Lymphknoten IFN-y-positiv, am elften
Tag 63,5 + 2,9% (jeweils n = 3). In der Pralnacasangruppe lagen die entsprechenden Werte
bei 66,2 + 8,8% und 53,5 £ 4,3% (jeweils n = 4).
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Abbildung 30: Anteil IFN-y-positiver Lymphozyten aus paraaortalen Lymphknoten von
C57BL/6 Mausen nach Stimulation. Zwischen der Kontrollgruppe (n = 8), der Placebogruppe
(n =3 an Tag 6, sowie n = 3 an Tag 11; dunkle Balken) und der Pralnacasangruppe (n = 4
an beiden Abschlusstagen, hellgraue Balken) fand sich kein signifikanter Unterschied.

Balb/c Mause dagegen zeigten einen Anstieg der IFN-y-Produktion in paraaortalen
Lymphknoten unter DSS-Gabe (4,4 £ 0,9% in der Kontrollgruppe; 11,9 £ 1,4% am vierten
Tag , 12,5 + 1,5% am achten Tag und 8,9 + 0,7% am elften Tag in der Placebogruppe,
jeweils p = 0,0184, 0,0052 und 0,0040). Der Effekt von Pralnacasan auf den IFN-y-Gehalt

paraaortaler Lymphozyten war im Gruppenmittel nicht statistisch signifikant fassbar.
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Abbildung 31: Die Zellen im life gate wurden auf ihren intrazelluldren IFN-y-Gehalt nach
Stimulation getestet. Die obere Reihe zeigt einen FACS-Ansatz einer Balb/c Maus aus der
Placebogruppe am elften Tag der DSS-Gabe; die untere Reihe einen Ansatz aus der
Pralnacasangruppe am selben Tag. 16,1%, beziehungsweise 6,8% der Zellen im life gate

waren in diesen beiden Fallen IFN-y-positiv.
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Abbildung 32: In der Gruppenanalyse zeigten alle DSS-Placebogruppen (n = 3, 3 und 4 an
den Tagen 4, 8 und 11) signifikant mehr intrazellulares IFN-y als die Kontrollgruppe (n = 7).
Signifikante Differenzen zwischen Placebo- und Pralnacasangruppe bestanden nicht.

34 Additiver Effekt von Pralnacasan mit TNF-a-reduzierenden Substanzen und
Wirksamkeit in direkt T-Zell-vermittelten CED-Modellen

3.4.1  Pralnacasan in Kombination mit dem PDE IV-Inhibitor Rolipram

Auf der Suche nach therapeutischen Alternativen flir den TNF-a-Antikérper Infliximab, hat
sich gezeigt, dass cAMP-erhéhende Substanzen — wie die Phosphodiesterase-Inhibitoren —
die Synthese von TNF-a inhibieren [Eigler 1997; Siegmund 1997; Eigler 1998]. Der
Phosphodiesterase (PDE) Inhibitor Rolipram wirkt spezifisch auf das Isoenzym Typ IV
[Siegmund 2001 c], das sich vorrangig in monozytaren Zellen befindet. Rolipram lindert die
Symptome der DSS-induzierten Kolitis [Hartmann 2000]. In vitro wurde gezeigt, dass sowohl
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a supprimiert als auch antiinflammatorische Zytokine
wie IL-10 induziert werden [Eigler 1998]. Der Effekt cAMP-erhohender Substanzen auf die
Entziindungsaktivitat zeigte sich noch eindrucksvoller beim Test des spezifischen PDE V-
Inhibitors Mesopram [Loher 2003]. Zur Uberpriifung der Hypothese eines synergistischen
Effekts zwischen einem ICE- und einem PDE IV-Inhibitor wurde jedoch die frei erhaltliche

Substanz Rolipram verwendet.

Balb/c Mausen erhielten 3,5% DSS im Trinkwasser uber einen Zeitraum von elf Tagen. Acht
Mause erhielten DSS und wurden lediglich mit der Tragerlédsung 25% Cremophor EL i.p.
behandelt. Gruppen von jeweils acht Tieren wurden dagegen mit Pralnacasan 50 mg/kg bid

i.p., Rolipram 5 mg/kg bid i.p. sowie einer Kombination aus Pralnacasan 25 mg/kg bid i.p.
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und Rolipram 2,5 mg/kg bid i.p. behandelt. Am Ende des Versuchs wog die DSS-Gruppe, die
keine Therapie erhielt 87% des Ausgangsgewichtes. Die Pralnacasangruppe lag bei 91%,
die Rolipramgruppe bei 90% des Ausgangswertes. Tiere, die beide Substanzen in halber
Dosierung erhielten, hatten kaum abgenommen und wogen 95% des urspriinglichen
Gewichtes. Kontrolltiere, die kein DSS erhielten, nahmen noch zu und lagen schlie3lich bei

102% ihres Ausgangsgewichtes.

Kérpergewicht in Prozent des Ausgangsgewichtes ' DSS + Cremophor 25% i.p
0 l.M.

105 -
— - — g = DSS + Pralnacasan 50
mg/kg bid i.p.
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A
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mg/kg bid i.p. + Rolipram 2,5

90 - mg/kg bid i.p.

=—ll—kein DSS + Pralnacasan 25
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Tag 0 Tag 4 Tag 8 Tag 11

Abbildung 33: Klinischer Verlauf unter DSS-Gabe. Jeweils acht Tiere in vier Gruppen
erhielten entweder Placebo, Monotherapie oder eine Kombination. Die Therapie mit der
halben Dosis der beiden Substanzen Pralnacasan und Rolipram war effektiver als die
Therapie mit der vollen Einzeldosis.

Es wurden Proben des distalen Kolons nach Verblindung histologisch untersucht und ein
Score, der sich aus den Parametern Epithelschaden und Infiltration zusammensetzte,
gebildet. Signifikante Unterschiede lieflen sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht

nachweisen.
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Abbildung 34: Histologische Analyse. Obgleich die Kombinationsgruppe den niedrigsten
Scorewert aufwies, waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nicht
signifikant.

Es wurden die Zytokine IL-18 und IL-1p auf Proteinebene untersucht. In der Kontrollgruppe
fanden sich 318 pg IL-18 pro mg Protein, in der Placebogruppe unter DSS-Gabe 518 pg IL-
18 pro mg Protein. In der Pralnacasangruppe zeigte sich eine nichtsignifikante Reduktion auf
387 pg/mg Protein; in der Rolipramgruppe jedoch waren die IL-18-Spiegel sogar erhoéht auf
622 pg/mg Protein. Ein synergistischer Effekt beider Substanzen liel3 sich nicht fassen: in der
halben Dosierung flhrte Pralnacasan nur zu einer Reduktion der IL-18-Spiegel auf 469

pg/mg Protein im Gruppendurchschnitt.

Im Fall von IL-1B fanden sich nur 20 pg/mg Protein in der Kontroligruppe. Die DSS-
Placebogruppe zeigte 614 pg/mg Protein. In der mit Pralnacasan behandelten Gruppe fiel
dieser Wert nichtsignifikant auf 372 pg/mg Protein. Ein synergistischer Effekt von
Pralnacasan war somit auf Zytokinebene per ELISA nicht nachweisbar. Auch die TNF-a-
Bestimmung erbrachte auf Zytokinebene keinen Anhalt flr einen Synergismus beider

Substanzen.
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Abbildung 35: In dieser Versuchsreihe lieR sich keine signifikante Erhdhung von IL-18 nach
elftdgiger DSS-Gabe nachweisen. Es zeigte sich lediglich eine nichtsignifikante Reduktion
des IL-18-Spiegels in der Pralnacasangruppe im Vergleich zur Placebogruppe.
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Abbildung 36: IL-1B zeigte nach elftagiger DSS-Gabe einen deutlichen Anstieg, obgleich die
Werte das Signifikanzniveau nicht erreichten. Ein Effekt von Pralnacasan lieR sich nicht
fassen.
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Abbildung 37: Die TNF-a-Spiegel wurden durch den ICE-Inhibitor ebenfalls nicht signifikant
beeinflusst. Allenfalls fand sich eine Tendenz hin zu reduzierten TNF-a-Spiegeln in der
Pralnacasan i.p.-Gruppe (p = 0,23, n = 8 pro Gruppe).

3.4.2 Pralnacasan im Modell der TNBS-induzierten Kolitis

In einem Pilotversuch wurde untersucht, ob Pralnacasan auch im Modell der TNBS-
induzierten Kolitis wirksam ist. Die TNBS-Kolitis gilt als ein durch direkte T-Zell-Aktivierung
vermitteltes CED-Modell [Neurath 2000]. TNBS wirkt als Hapten und soll zur Aktivierung von
T-Zellen fuhren. Zwei Gruppen zu je vier Balb/c Mausen erhielten 2 mg TNBS intrarektal
injiziert. Nach sieben Tagen wurde nochmals eine TNBS-Dosis zu 2 mg als Rechallenge
appliziert. Eine Gruppe wurde mit Pralnacasan 50 mg/kg KG bid i.p. behandelt, die andere
erhielt lediglich die Tragerldsung 25% Cremophor EL. Am neunten Versuchstag wurde der
Versuch beendet. Zwei Mause erhielten kein TNBS appliziert und dienten als Kontrollgruppe.
Vor dem Rechallenge am siebten Tag wiesen beide Gruppen ein mittleres Korpergewicht
von 96% des Ausgangsgewichts auf, nachdem die Mause der Pralnacasangruppe im Verlauf
der sieben Tage stets klinisch etwas schlechter waren als die der Placebogruppe. Nach dem
Rechallenge zeigten sich die Mause der Placebogruppe in der Lage die Kolitis zu
Uberwinden und erreichten am Versuchsende wieder ihr Ausgangsgewicht. Die Mause der
Pralnacasangruppe verloren nach erneuter TNBS-Gabe erneut an Gewicht und wiesen am

Ende 91% ihres Ausgangsgewichts auf.
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Abbildung 38: Klinischer Verlauf der TNBS-induzierten Kolitis unter Gabe von Pralnacasan
sowie unter Placebogabe. Tiere, die mit Pralnacasan behandelt wurden (n = 4) waren sogar
anfalliger als Tiere, die lediglich Cremophor EL erhielten. Die beiden Pfeile reprasentieren
die initiale TNBS-Gabe sowie den TNBS-Rechallenge am siebten Versuchstag.

3.5 MCP-1 wirkt protektivim Modell der DSS-induzierten Kolitis

3.5.1 Kilinischer Verlauf

Die Infiltration mukosaler Entziindungszellen ist ein Schllisselereignis in der Pathogenese
chronisch entzundlicher Darmerkrankungen. MCP-1 steht fir monocyte-chemoattractant-
protein-1 und kann in entziindeten Bereichen des Kolons von Patienten mit Morbus Crohn
vermehrt nachgewiesen werden [Banks 2003; Helwig 2003]. Kirzlich berichteten Omata et
al., dass MCP-1 in der Lage ist, die Differenzierung von DCs zu modulieren [Omata 2002].
Die Gruppe schlug eine breitere Rolle fir MCP-1 in Entzindungsvorgangen vor. Die
vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit der Rolle von MCP-1 in der Pathogenese der
DSS-induzierten Kolitis.

MCP-1 (-/-) Mause (n = 10) mit einem genetischen C57BL/6-Hintergrund, erhielten 2 % DSS
und wurden mit C57BL/6-Wildtyp-Mausen (n = 8) verglichen. Nach acht Tagen wurden die
Mause geopfert. Kolonstiicke wurden histologisch untersucht und die Produktion von
Zytokinen und Chemokinen wurde mit Hilfe der Luminex-Technik und Real-time-PCR
untersucht. MCP-1 (-/-) Mause waren anfalliger, nach DSS Gabe ausgepragte kolitische
Symptome zu entwickeln. Zwei Mause der MCP-1 (-/-) Gruppe starben schon wahrend des
Experiments. Nach acht Tagen hatten die tiberlebenden Mause der MCP-1 (-/-) Gruppe ein
Durchschnittsgewicht von 89% ihres Ausgangsgewichts erreicht, wohingegen die Mause der

Wildtypgruppe immer noch 99% ihres Ausgangsgewichts besalen (p < 0,001).
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Abbildung 39: Klinischer Verlauf unter DSS-Gabe. Es zeigte sich, dass MCP-1 (-/-) Mause
schneller Kérpergewicht verlieren und kolitische Symptome entwickeln als Wildtyp-Mause.

3.5.2 Histologische Analyse
Die histologische Analyse durch einen Pathologen zeigte, dass der Schaden am Epithel, also
Fibrose, Erosion und Kryptenverlust, in der MCP-1 (-/-) Gruppe (n = 8) starker ausgepragt

war als bei den Wildtypmausen (n = 8, p = 0,052 fir den gesamten Epithelschadensscore).
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Abbildung 40: Epithelschaden-Score aufgeschlisselt in die Kategorien Kryptenverlust,
Fibrose, Erosion und Odem. Die MCP-1 (-/-) Mause zeigten — mit Ausnahme des Parameters
Odem, das ein relativ unspezifischer Marker der Kolitisaktivitét ist — hdhere Werte im
Epithelschaden-Score. Dieser Befund korrelierte mit der héheren Anfalligkeit der Knockout-
Mause im klinischen Score.

Interessanterweise war die Granulozyteninfiltration der Wildtypmause (n = 8) um 45 %

ausgepragter als in der MCP-1 (-/-) Gruppe (n = 8, p = 0,011). Die Infiltration mononuklearer

Zellen war sogar um 70 % starker als in der MCP-1 (-/-) Gruppe (p = 0,017).
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Abbildung 41: Infiltration mit granulozytaren und mit monozytaren Zellen. Vor allem die
monozytare Infiltration war in den MCP-1 (-/-) Tieren im Vergleich zu den Wildtyptieren stark
reduziert. Beide Befunde erreichten Signifikanzniveau.
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3.5.3 Zytokinproduktion

Die MIP-1a-Spiegel waren in der Wildtypgruppe (372 + 50 pg/ml, n = 6) signifikant erhdht
verglichen mit der Kontrollgruppe (214 + 5 pg/ml, n = 2, p = 0,033). In der MCP-1 (-/-)
Gruppe waren die MIP-1a-Spiegel nicht erhdht (222 + 15 pg/ml, n = 7, p = 0,029 verglichen
mit der wt-Gruppe). Auch die KC-Spiegel waren gegenliber den Kontrollen signifikant erhéht.
Hier zeigte sich kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Tieren. Die MCP-1 (-/-)
Mause zeigten ebenfalls signifikant erhéhte KC-Spiegel (306 + 54 pg/ml in der MCP-1 (-/-)
Gruppe und 295 % 41 pg/ml in der Wildtypgruppe verglichen mit 49 + 1 pg/ml in der
Kontrollgruppe). Erwartungsgemafl wurden die IL-5-Spiegel durch die DSS-Gabe nicht
beeinflusst und blieben auf niedrigem Niveau. Auch die IFN-y-Spiegel wurden in diesem

Versuch durch die DSS-Gabe nicht signifikant verandert.
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Abbildung 42: KC, MIP-1a, IL-5 und IFN-y in Kolonhomogenat. Erwartungsgemaf wurde IL-5
durch die DSS-Gabe nicht beeinflusst, KC und MIP-1a stiegen dagegen signifikant an. MCP-
1 (-/-) Mause zeigten unter DSS-Gabe keinen MIP-1a-Anstieg.
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3.5.4 |P-10-mRNA-Expression

Unter DSS stieg die IP-10-mRNA-Expression in Kolongewebe von 48 + 8 Kopien pro eine
Million GAPDH-Kopien in der Kontroligruppe (n = 2) auf 528 + 228 Kopien in der
Wildtypgruppe (n = 8) an. Der MCP-1-Knockout fiihrte zu einer Reduktion dieses Anstiegs
auf 147 £+ 95 Kopien (n = 8).

800 - IP-10-Kopien *
pro eine Million
600 - GAPDH-Kopien
400 -
200 - |
0 .

kein DSS Wildtyp MCP-1 (-/-)

Abbildung 43: IP-10-mRNA-Expression in Kolongewebe. Nur in Wildtypmausen kommt es
unter DSS-Gabe zu einer signifikanten Zunahme der IP-10-mRNA-Expression.

3.5.5 Gewichtsverlust und Darmlange

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden erneut jeweils zehn MCP-1 (-/-) Mause und 10
Wildtyp-Mause Uber einen Zeitraum von acht Tagen mit 2% DSS im Trinkwasser ad libitum
behandelt (ohne Abbildung). Erneut zeigten die Mause der Wildtypgruppe geringeren
Gewichtsverlust als die Mause der MCP-1 (-/-) Gruppe. In der Wildtypgruppe erreichten die
Mause bei Versuchsende 94,8 + 1,0% ihres Ausgangsgewichts; in der MCP-1 (-/-) Gruppe
dagegen war der Wert auf 89,3 £ 1,7 % gesunken (p = 0,018). Mause der Kontrollgruppe, die
kein DSS erhielten, zeigten keine Veranderung ihres Kérpergewichts (99,8 £ 0,9%, n = 4).
Die Darmlange unter DSS-Gabe fiel von 7,8 + 0,3 cm in der Kontrollgruppe auf 6,1 £ 0,2 cm
in der Wildtypgruppe ab. Bei den MCP-1 (-/-) Mausen fand sich eine noch starkere Reduktion
der Darmlange auf 5,4 + 0,2 cm (p = 0,034 im Vergleich zur Wildtypgruppe).
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4, Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1 Der Interleukin-1p-converting-enzyme-Inhibitor Pralnacasan lindert die DSS-
induzierte Kolitis

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Wirksamkeit eines Interleukin-1p-converting
enzyme (ICE)-Inhibitors in einem Tiermodell chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
demonstriert. Die Mause erhielten 3,5% DSS im Trinkwasser; die sich entwickelnde Kolitis
wurde durch einen klinischen Score quantifiziert. Post mortem wurde die Kolonlange
gemessen und durch einen Pathologen eine histologische Analyse durchgefiihrt. Der Spiegel
an Zytokinen im Kolonhomogenat wurde per ELISA bestimmt. Des weiteren wurde die
Synthese von IFN-y in paraaortalen Lymphknoten und in kultivierten und mit PMA
stimulierten Splenozyten quantifiziert. In allen genannten Endpunkten zeigte sich, dass die

DSS-induzierte Kolitis durch die Gabe des ICE-Inhibitors Pralnacasan gelindert wird.

4.1.2 Pralnacasan bewirkt die Reduktion einer IL-18-vermittelten Th1-Immunantwort im
Modell der DSS-induzierten Kolitis

In den Versuchsreihen zum zeitlichen Verlauf der DSS-induzierten Kolitis wurden zwei
verschiedene Mausstdmme verwendet. C57BL/6 Mause besitzen einen genetischen
Hintergrund, der sie flr eine Th1-Immunantwort pradestiniert. Balb/c Mause dagegen
tendieren — wenn immunologisch herausgefordert — dazu, eine Th2-Immunantwort zu
generieren. Pralnacasan war in beiden Mausstammen wirksam; die Effektivitat des ICE-
Inhibitors war in den C57BL/6 Mausen ausgepragter. Zytokine wurden per Real-time-PCR
auf mMRNA-Ebene und per ELISA auf Proteinebene bestimmt. Der Anstieg von IP-10-mRNA,
nicht jedoch von TNF-a-mRNA unter DSS-Gabe wurde durch Pralnacasan signifikant
supprimiert. Die IFN-y- und IL-18-Proteinspiegel in Kolonhomogenat wurden durch
Pralnacasan reduziert; es fand sich jedoch nur ein geringer und nichtsignifikanter Effekt von
Pralnacasan auf die TNF-a- und IL-12-Spiegel. Die klinische Wirksamkeit von Pralnacasan
korrelierte in den C57BL/6 Mausen mit der Suppression von IFN-y. Damit scheint eine
spezifische Inhibierung einer IL-18-vermittelten Immunantwort ein entscheidender
pathophysiologischer Mechanismus der Pralnacasanwirkung zu sein. Die Untersuchung des
zeitlichen Verlaufs der DSS-induzierten Kolitis zeigte — mit Ausnahme des Zytokins IL-18 —

die héchsten Spiegel proinflammatorischer Zytokine in der friihen Phase der DSS-Gabe,
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jedoch einen stetigen Anstieg der mRNA-Expression mit Maximalwerten in der Spatphase

des Versuchs.

4.1.3 Untersuchung alternativer Parameter der Kolitisaktivitat in der Spatphase der DSS-
induzierten Kolitis

Die TNF-a-mRNA-Expression stieg unter DSS-Gabe an, wurde durch Pralnacasan jedoch
nur wenig beeinflusst. Die Menge an TNF-a-mRNA korrelierte gut mit dem klinischen Score
der Versuchstiere. Die KC-Expression im Kolon wurde durch Pralnacasan signifikant
reduziert. Die mRNA-Expression proinflammatorischer Zytokine in paraaortalen
Lymphknoten wurde durch Pralnacasan nur wenig beeinflusst. In der FACS-Analyse von
Lymphozyten aus paraaortalen Lymphknoten zeigten sich erhéhte Spiegel von IFN-y in
Balb/c Mausen, nicht jedoch in C57BL/6 Mausen.

4.1.4 Additiver Effekt von Pralnacasan mit TNF-a-reduzierenden Substanzen und
Wirksamkeit in direkt T-Zell-vermittelten CED-Modellen

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im DSS-Modell ein klinisch nachweisbarer, jedoch
geringer additiver Effekt von Pralnacasan mit dem PDE [|V-Inhibitor Rolipram besteht. Es
bestatigte sich die Wirksamkeit von Pralnacasan und Rolipram an Hand des klinischen
Scores, wobei der ICE-Inhibitor dem PDE [V-Inhibitor Uberlegen war. Im histologischen
Score waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festzustellen; ebenso
lied sich das Zusammenwirken beider Substanzen auf Zytokinebene nicht nachweisen. Im
Pilotversuch zur Wirkung von Pralnacasan im TNBS-Modell hatte die Gabe des ICE-
Inhibitors keinen die Kolitis reduzierenden Effekt. Im Gegenteil waren Mause der

Pralnacasangruppe sogar anfalliger gegeniber der TNBS-induzierten Kolitis.

4.1.5 MCP-1 besitzt einen protektiven Effekt im Modell der DSS-induzierten Kolitis

MCP-1 (-/-) Mause aus einem C57BL/6 Stamm reagierten empfindlicher auf die Gabe von
2% DSS als Wildtyptiere und entwickelten innerhalb von acht Tagen starke kolitische
Symptome, wie sich an Hand des Epithelschadensscores nachweisen lie3. Vor allem die
monozytare Infiltration war in den Knockout-Tieren signifikant beeintrachtigt. MCP-1 (-/-)
Tiere produzierten signifikant weniger MIP-1a und auch die IP-10-mRNA-Expression war in

den Knockout-Tieren gestort.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse vor dem Hintergrund der aktuellen Literatur

4.2.1 Der ICE-Inhibitor Pralnacasan lindert die DSS-induzierte Kolitis

Die Behandlung mit Pralnacasan verringerte dosisabhangig die klinische Symptomatik. Die
orale Gabe von 50 mg/kg bid Pralnacasan fiihrte zu einem deutlichen Behandlungseffekt,
wohingegen die Gabe von 12,5 mg/kg bid Pralnacasan keine therapeutische Wirksamkeit
zeigte. Die intraperitoneale Gabe war wirksamer als die orale Gabe der Substanz. Bei i.p.
Behandlung erreichte die Differenz zur Placebogruppe an den Tagen 6 mit 10 statistische
Signifikanz. Die p.o. Gabe tragt das Risiko in sich, 6sophageale Strukturen zu verletzen, was
letztlich zu einem positiven Hamocculttest fihren kann. Um diesen Bias zu eliminieren,
erhielten Tiere der Placebogruppe die Tragersubstanz HEC ebenfalls peroral verabreicht.
Vorstudien in unserer Gruppe hatten gezeigt, dass die intraperitoneale Verabreichung von

Cremophor EL keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf der DSS-induzierten Kolitis nimmt.

Das intrazellular gelegene Enzym ICE bewirkt die Aktivierung von IL-18 und IL-13. Die
Spaltung der Proformen ist notwendig fur die Sezernierung der Zytokine in den
Extrazellularraum [Netea 2000]. In der Tat wies zumindest die intraperitoneal mit
Pralnacasan behandelte Mausgruppe signifikant reduzierte IL-18-Spiegel auf. Die
Beobachtung, dass die p.o. Gruppen keine reduzierten IL-18-Spiegel aufwiesen, deckt sich
mit dem Klinischen Befund, dass die intraperitoneale Gabe sehr viel effektiver ist als die
perorale. Auch IL-1B8 wurde durch Pralnacasan reduziert, wenngleich dieser Befund das

Signifikanzniveau nicht erreichte.

Gemal des aus in vitro-Daten gewonnenen Konzepts von der Wirkungsweise des Enzyms
ICE und der Zytokine IL-18 und IL-1B, sollte eine Inhibierung von ICE eine Suppression der
IFN-y-Expression nach sich ziehen. In der Tat wurde der Anstieg der IFN-y-Produktion in
paraaortalen Lymphknoten nach DSS-Gabe durch Pralnacasan dosisabhangig reduziert.
Kultivierte Splenozyten von Mausen, die DSS und Placebo erhielten, produzierten unter
Stimulation signifikant hohere Mengen an IFN-y. Die Suppression der IFN-y-Produktion in
Splenozyten, die aus Pralnacasan-behandelten Mausen gewonnen wurden, spricht flir einen

systemischen antiinflammatorischen Effekt des ICE-Inhibitors.

Ende der neunziger Jahre untersuchte die Arbeitsgruppe von Fantuzzi mit Hilfe von ICE-
defizienten Mausen den Wirkmechanismus des Enzyms ICE und seiner Substrate pro-IL-18
und pro-IL-1B in verschiedenen Entzindungsmodellen und fand, dass vor allem die

Inhibierung  von IL-18, weniger die Neutralisierung von IL-18, fur den
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entzindungshemmenden Effekt des Knockouts verantwortlich ist [Fantuzzi 1998; Netea
2000]. Die Bedeutung von IL-18 im Rahmen chronisch entzindlicher Darmerkrankungen
konnte in einer Reihe von Tiermodellen bestatigt werden. Ten Hove et al. demonstrierten
eine Linderung der TNBS-induzierten Kolitis durch Blockade von endogenem IL-18 durch ein
rekombinantes humanes IL-18-binding-protein. In den Experimenten, die von der Gruppe
berichtet wurden, fanden sich reduzierte Spiegel an TNF-a, IL-1B and IL-6 in den

Kolonhomogenaten der IL-18-binding protein-behandelten Tiere [Ten Hove 2001].

Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass eine direkte anti-IL-18 Strategie die DSS-
induzierte Kolitis dosisabhangig lindert [Siegmund 2001 a]. In den Kolonhomogenaten
wurden unter DSS-Gabe niedrigere IFN-y-Spiegel in den Anti-IL-18-behandelten Mausen
gefunden als in der Gruppe der unbehandelten Mause. Die Blockade von IL-1B reduzierte
die Entzindung dagegen nur wenig. Ebenfalls von Siegmund et al. wurde eine reduzierte
DSS-Empfindlichkeit bei ICE-Knockout-Mausen beschrieben [Siegmund 2001 d].
Durchflusszytometrische Analysen isolierter mesenterialer Lymphknotenzellen zeigten eine
reduzierte Zellaktivierung bei den Mausen der Knockout-Gruppe. Das Interleukin-13-
converting-enzyme und das Zytokin IL-18 spielen somit gemall dieser Arbeiten eine

Schlusselrolle in der Pathogenese der DSS-induzierten Kolitis.

Die Grundfrage bei diesen tierexperimentellen Studien ist, ob es in den verwendeten
Tiermodellen zu einer Aktivierung von Th1-Zellen kommt und die Modelle damit dem
Paradigma der Pathogenese des Morbus Crohn entsprechen. Gerade fir das Modell der
DSS-induzierten Kolitis liegen divergierende Ansichten vor. Gabe von DSS induziert auch in
SCID-Mausen, die Uber keine funktionsfahigen T-Zellen verfigen, eine kolitische
Symptomatik [Axelsson 1996]. Im Gegensatz dazu stellten Hans et al. fest, dass die Gabe
von murinem IL-12 zu einer Exazerbation der DSS-induzierten Kolitis fihrt. Der Effekt war
durch erhéhte IFN-y-Spiegel vermittelt und wurde durch simultane Gabe von anti-IFN-y
vollstandig supprimiert. Anti-IL-12-Behandlung hatte dagegen nur eine schwach lindernde
Wirkung auf den klinischen Verlauf der DSS-Kolitis [Hans 2000]. Die Autoren nahmen an,
dass es im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis zu einer Th1-vermittelten Immunantwort
kommt, die durch Anti-Th1-Strategien supprimiert werden kann. Aktives IL-18 bewirkt die
Expression des Th1-Zytokins IFN-y [Dinarello 1999]; IL-12 kann die IFN-y-Produktion
nochmals synergistisch steigern. Auch die Arbeiten von Siegmund et al. und Fantuzzi et al.
beruhen auf der Vorstellung, dass es durch Vermittlung von IL-18 zu einer Aktivierung von
Th1-Zellen kommt [Fantuzzi 1997; Fantuzzi 1998; Siegmund 2002].
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Die Daten der vorliegenden Arbeit unterstitzen das Konzept einer durch IL-18-vermittelten
Th1-Immunantwort im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis. Es zeigten sich erhdhte IL-18-
Spiegel sowie eine Erhdhung der IFN-y-Produktion paraaortaler Lymphknoten nach DSS-
Gabe. Pralnacasan griff exakt an diesem Schlisselereignis der Pathogenese an. Der ICE-
Inhibitor reduzierte den lokalen IL-18-Spiegel, inhibierte damit die Induktion von IFN-y und

reduzierte so die Th1-Immunantwort nach DSS-Gabe.

Um die Pathophysiologie der DSS-induzierten Kolitis und die Wirkungsweise des ICE-
Inhibitors Pralnacasan in diesem Modell genauer zu charakterisieren, wurden die folgenden

Versuchsreihen zum zeitlichen Verlauf der DSS-induzierten Kolitis durchgefiihrt.

4.2.2. Pralnacasan bewirkt die Reduktion einer IL-18-vermittelten Th1-Immunantwort im
Modell der DSS-induzierten Kolitis

Trotz der breiten Anwendung des DSS-Modells als Screening-Instrument fur innovative
Therapieansatze, ist die Pathophysiologie dieses Modells weitgehend ungeklart.
Insbesondere ist unklar, ob die DSS-induzierte Kolitis als Modell des Morbus Crohn, also
eines dezidiert Th1-vermittelten Geschehens, dienen kann [Parronchi 1997; Plevy 1997].
Dielemann et al. und Axelsson et al. haben berichtet, dass auch in SCID-M&usen durch DSS
kolitische Symptome erzeugt werden kénnen [Dieleman 1994; Axelsson 1996]. Daher wurde
vorgeschlagen, dass die Aktivierung von Makrophagen das Schlisselereignis in der
Pathogenese der DSS-induzierten Kolitis ist. Shintani et al. haben vorgeschlagen, dass CD4-
positive Helferzellen durch Makrophagen aktiviert werden und dann die inflammatorische
Kaskade anstofen [Shintani 1998].

In dieser Studie wurde der ICE-Inhibitor Pralnacasan als Instrument zur Klarung der
pathophysiologischen Mechanismen der DSS-induzierten Kolitis verwendet. Pralnacasan
wirkt — dem aus in vitro Versuchen entwickelten Paradigma entsprechend — auf die Kaskade
IL-18/IL-18 — IFN-y — Th1-Antwort. AuRerhalb dieser Kaskade liegende Zytokine sollten
durch Pralnacasan nur wenig, beziehungsweise nur sekundar beeinflusst werden. Daher
wurden — im folgenden dargestellt — Verlaufsprofile spezifischer Zytokine in Kolongewebe
untersucht. Dabei wurden sowohl Proteinspiegel durch ELISA als auch mRNA-Spiegel durch
Real time-RT-PCR untersucht. Durch Korrelation mit der klinischen Wirksamkeit von
Pralnacasan sollte so ein Beitrag zur Klarung der Pathophysiologie der DSS-induzierten

Kolitis geleistet werden.

Pralnacasan war in der Lage, den klinischen Verlauf der DSS-induzierten Kolitis zu lindern.

Balb/c Mause zeigten nach vier Tagen unter Gabe von 3,5% DSS Symptome einer Kolitis;
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C57BL/6 Mause erhielten 1,5% DSS und entwickelten innerhalb von sechs Tage eine
schwere Kolitis. In beiden Mausstdmmen konnte Pralnacasan die Induktion der Kolitis um
mehrere Tage verzdgern. Die Wirksamkeit war vor allem in C57BL/6 Mausen sehr hoch.
Diese Mause initiieren deutlicher als Balb/c Mause eine Th1-Immunantwort. Da IL-18 eine
aktivierende Wirkung auf IFN-y und damit die Th1-Antwort besitzt, sollte der ICE-Inhibitor

gerade in Th1-Modellsystemen besonders wirksam sein.

Die besonders hohe therapeutische Wirksamkeit von Pralnacasan in C57BL/6 Mausen
spricht daher fiir den angenommenen Wirkmechanismus des ICE-Inhibitors Pralnacasan im
Modell der DSS-induzierten Kolitis. Ein weiteres Indiz flir die spezifische Wirkungsweise von
Pralnacasan ist die vollstandige Unterdriickung des Anstiegs der IP-10-mRNA-Expression.
IP-10 ist das IFN-y inducible protein-10. Die Expression des Chemokins wird durch IFN-y
reguliert, das seinerseits von IL-18 beeinflusst wird [Cassatella 1997; Gasperini 1999]. IL-18
wird durch ICE aktiviert und somit sprechen obige Befunde nicht nur fiir die therapeutische
Wirksamkeit von Pralnacasan, sondern auch fir die bedeutende pathophysiologische Rolle,
die das IL-1B-converting-enzyme ICE im Modell der DSS-induzierten Kolitis spielt. In Balb/c
Mausen zeigte Pralnacasan ein ahnliches Wirkungsmuster. Die IP-10-mRNA-Expression
stieg auch hier unter DSS-Gabe an und dieser Anstieg wurde durch Pralnacasangabe
reduziert, obgleich dieser Befund in Balb/c Mausen keine statistische Signifikanz erreichte. In
der Zusammenschau reduzierte Pralnacasan IL-18, IFN-y und IP-10. Die Daten sprechen
daher daflir, dass in empfanglichen Mausstdammen eine IL-18-vermittelte Th1-Immunantwort

die DSS-induzierte Kolitis wesentlich pathogenetisch vermittelt.

Im Gegensatz dazu wurde die TNF-a-mRNA-Expression durch Pralnacasan nicht signifikant
beeinflusst. TNF-a sollte — dem theoretischen Konzept entsprechend — durch ICE-Inhibition
nicht mechanistisch beeinflusst werden. Unsere Daten aus Versuchen an Balb/c Mausen,
vor allem aber an C57BL/6 Mausen, belegen dieses Konzept und unterstitzen somit

nochmals die spezifische Wirkungsweise von Pralnacasan.

Die Regulation der IL-18-mRNA-Expression im Rahmen entziindlicher Prozesse ist in der
Literatur noch nicht endgiiltig geklart. Stallmach et al. haben berichtet, dass sie in
Patientenmaterial bei Morbus Crohn erhdhte IL-23-, nicht jedoch erhéhte IL-18-Expression
fanden [Stallmach 2002]. Mehrheitlich wird von einer konstitutiven Expression von IL-18-
mRNA und einer posttranskriptionalen Regulation von IL-18 — vermittelt durch ICE —
ausgegangen [Siegmund 2002]. Sivakumar et al. jedoch berichteten im DSS-Modell Uber
erhohte IL-18-mRNA-Spiegel nach Gabe von 2% DSS an C57BL/6 Mause, wobei der

Anstieg allerdings sehr moderat war im Vergleich zu anderen Zytokinen [Sivakumar 2002].
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten diesen Befund nicht erharten. Vielmehr
wurde IL-18-mRNA auf unterschiedlich hohem Niveau (starke Expression in C57BL/6
Mausen) konstitutiv exprimiert und lie® sich durch DSS-Gabe nicht beeinflussen. Somit
unterstitzen die Daten zur IL-18-mRNA-Expression das Konzept einer durch ICE regulierten
IL-18-Aktivitat in Entzindungsmodellen [Ghayur 1997; Gu 1997; Fantuzzi 1999]. Da
Pralnacasan einen posttranskriptionalen Angriffspunkt der IL-18-Regulation verwendet,

spricht die klinische Wirksamkeit des ICE-Inhibitors fiir diese Hypothese.

Neben den mRNA-Messungen sollte durch Proteinbestimmung per ELISA der zeitliche
Verlauf der DSS-induzierten Kolitis charakterisiert werden. Die Messung von TNF-a, IL-12
und IL-18 zeigte einen signifikanten Anstieg bis zum vierten Tag der DSS-Gabe mit
anschlielendem Abfall der nachweisbaren Proteinmenge. Pralnacasan reduzierte diesen
initialen Peak im Fall von IL-18, nicht jedoch von TNF-a und IL-12, signifikant. Dieser Befund
deckt sich mit dem Konzept, dass ICE-Inhibition durch die Verhinderung der biologischen
Aktivierung von IL-18 und IL-1B die Aktivierung einer Th1-Antwort reduziert. Die genannten
Zytokine werden typischerweise von Makrophagen gebildet [Brewington 2001; Ma 2001]. Die
erhobenen Daten stitzen somit die These, dass die Aktivierung von Makrophagen ein

SchllUsselereignis in der Pathogenese der DSS-induzierten Kolitis ist.

Dabei scheint TNF-a eine — im Vergleich zu IL-18 — weniger entscheidende Rolle in der
Induktionsphase der Kolitis zu spielen. Da allein die IL-18-Spiegel in der frihen Phase der
DSS-Gabe durch den ICE-Inhibitor reduziert werden konnten, liegt angesichts der deutlichen
klinischen Wirksamkeit von Pralnacasan der Schluss nahe, dass es IL-18 ist, dass die
Induktion der Kolitis vermittelt. Ebenso wenig wie TNF-a und IL-12, wurde IL-1B in der

Induktionsphase durch Pralnacasan beeinflusst.

Allein in C57BL/6 Mausen konnte die Aktivierung von Th1-Zellen durch die Messung
signifikant erhohter IFN-y-Spiegel nachgewiesen werden. In Balb/c Mausen wurde diese
Erhéhung nicht gefunden. In Ubereinstimmung damit waren die Spiegel des IFN-y inducible
protein-10, die als indirekter Marker der IFN-y-Produktion bestimmt wurden, in C57BL/6-

Mausen noch deutlicher erhoht als in Balb/c Mausen.

In der Spatphase der DSS-induzierten Kolitis, kurz bevor die Tiere aufgrund ihrer schweren
kolitischen Symptome sterben wirden, wurden niedrigere Spiegel an IL-18, IL-12 und TNF-a
nachgewiesen als in der Frihphase. Dabei waren die absoluten Werte an TNF-a in den
verschiedenen Versuchsreihen, bei denen DSS Uber elf Tage verabreicht wurde, sehr

homogen. Nach elf Tagen DSS-Gabe konnte in keiner unserer Versuchsreihen noch ein
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signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und den verschiedenen DSS-Gruppen in
den TNF-a-Spiegeln nachgewiesen werden. IL-13 dagegen stieg bis zum Ende der DSS-
Gabe kontinuierlich an. Auch hier waren die Absolutwerte nach elf Tagen DSS-Gabe in den
Versuchsreihen recht homogen. Somit scheinen die Zytokine IL-18, TNF-a und IL-12 eine
bedeutende Rolle in der Induktionsphase der DSS-Kolitis zu spielen, wohingegen IL-13 eher
eine Rolle im langerfristigen Verlauf, weniger im Rahmen der Induktion der akuten DSS-
Kolitis zu spielen scheint. Diese Befunde decken sich mit frilheren Arbeiten, die eine
fuhrende Rolle von IL-18, nicht jedoch von IL-1B in der Kolitis-Induktion durch DSS
postulierten [Siegmund 2001 a; Siegmund 2001 d; Sivakumar 2002].

Die in der Endphase der DSS-Kolitis stark erhohten IL-1B-Spiegel erscheinen vor dem
Hintergrund sinkender TNF-a-, IL-18- und auch IFN-y-Spiegel noch unterschatzt. Tomoyose
et al. fanden erniedrigte IL-1B-Spiegel am Ende ihres experimentellen Protokolls, sieben
Tage nach Beginn der Gabe von 4% DSS [Tomoyose 1998]. Eventuell ist das Absinken der
nachweisbaren Zytokinmenge im Kolon durch nichtimmunologische Vorgange Uberlagert.
Ein Verlust I6slichen Proteins in das Darmlumen nach Zerstérung der Epithelbarriere durch
DSS konnte die Reduktion proinflammatorischen Proteins in der Spatphase der DSS-Gabe
miterklaren [Wyatt 1993; Wyatt 1997; Puspok 1998]. Anhalt fiir einen quantitativen Verlust an
Protein in das Darmlumen bietet der Epithelschaden-Score, der erst am achten und elften
Versuchstag Uberhaupt epithelialen Schaden nachweist. Nicht gesondert im Ergebnisteil
aufgefuhrt ist die Verringerung der Darmlange um 31 % in der Placebogruppe am elften Tag
sowie die Tatsache, dass bei makroskopischer Evaluation der Darm blutig tingiert und in
seiner Integritat vollig zerstort war. Kurzlich berichteten Renes et al. Uber eine
funfzigprozentige Reduktion der Kryptenanzahl in Ratten nach DSS-Gabe, sowie
Apoptoseinduktion und Proliferationsinhibition der Kryptenzellen [Renes 2002 a; Renes 2002
b]. Die Gruppe schlussfolgerte, dass DSS seine toxische Wirkung auf das Epithel mittels

Schadigung der relativ undifferenzierten Kryptenzellen austibt.

In verschiedenen Entzindungsmodellen wurde vorgeschlagen, die Prozesse in der
Induktionsphase eines Entziindungsprozesses von den Vorgadngen im Rahmen einer
etablierten Entziindung zu trennen. Im TNBS-Modell beispielsweise wurde gezeigt, dass die
systemische Gabe von IL-10 zwar die Induktion der Kolitis verhindern kann, aber nicht in der
Lage ist, eine bereits etablierte Kolitis zu lindern [Lindsay 2002]. Die Verhaltnisse im DSS-
Modell sind ungeklart. So besitzt IL-10 im DSS-Modell — im Gegensatz zur Wirkung im
TNBS-Modell — in den ersten Tagen einer etablierten DSS-Kolitis einen die Entzindung
reduzierenden Effekt [Lindsay 2004].
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Die hohen Spiegel an TNF-q, IL-12, IL-18 und IFN-y, die von uns in den ersten Tagen der
DSS-Gabe gemessen wurden, sprechen fur einen wichtigen Einfluss immunologischer
Vorgange in der Induktionsphase der Entzindung. Dass T-Zell-Aktivierung im Rahmen der
DSS-induzierten Kolitis stattfindet, ist vielfach belegt, beispielsweise durch die Beobachtung,
dass Cyclosporin und FK506 in diesem Modell wirksam sind [Murthy 1993; Takizawa 1995].
1998 konnte die Gruppe von Shintani durch Transferexperimente die Bedeutung von T-
Zellen direkt belegen. T-Zellen wurden in vitro mit DSS-gepulsten Makrophagen geprimt und
fuhrten nach Transfer in normale Wildtypmause zu einer Verstarkung der Kolitissymptomatik
unter DSS-Gabe [Shintani 1998]. Unsere Daten bieten andererseits auch Beleg daflr, dass
die Spatphase der DSS-induzierten Kolitis durch toxische Effekte vermittelt ist und den
immunologischen Mechanismen dann nur mehr eine untergeordnete Bedeutung zukommt.
Der toxische Effekt mit volliger Zerstérung des Epithels kommt gemall unserer

histologischen Analyse dabei erst ab Tag 8 der DSS-Gabe zum Tragen.

Auch bei vorsichtiger Interpretation unserer Daten zum zeitlichen Verlauf der Zytokinspiegel
im DSS-Modell kann gefolgert werden, dass eine frihe Induktionsphase und eine Spatphase
der akuten DSS-Entziindung unterschieden werden mussen. Dieses Konzept erinnert an die
in letzter Zeit diskutierte ,hit hard and early“-Hypothese, die davon ausgeht, dass es im
Verlauf des Morbus Crohn zu morphologischen Veranderungen im Darmgewebe kommt und
in der spaten Phase der Entziindung auch andere immunologische Mechanismen greifen als
in der initialen Phase [Stallmach 2003]. Beispielsweise scheint der TNF-a-Antikérper bei
manchen Subformen des Morbus Crohn in der frilhen Phase der Entziindung besser zu
wirken als in der bereits etablierten Entziindung [Kugathasan 2000]. Daraus leiten Verfechter
der ,hit hard and early“-Hypothese die Forderung ab, bereits friih im Krankheitsverlauf
nebenwirkungsreiche Immunsuppressiva — wie beispielsweise den TNF-a-Antikorper
Infliximab — einzusetzen. Eventuell ist das akute DSS-Modell gerade durch die Darstellung
der morphologischen Veranderungen im Verlauf der DSS-Gabe in der Lage, den typischen
Krankheitsverlauf des Morbus Crohn — in abgekirzter Form — zu reprasentieren. Eine friihe
Phase, gekennzeichnet durch Makrophagen- und Th1-Aktivierung, wiirde gefolgt werden von
einer Spatphase, in der die morphologischen Veranderung sich von den immunologischen

Mechanismen entkoppelt haben.

In Ubereinstimmung damit war Pralnacasan — das ja lediglich die immunologischen, nicht die
rein toxischen Wirkungen des DSS lindern kann — nicht in der Lage, die Kolitis vollstandig zu
verhindern, sondern konnte die Induktion lediglich um einige Tage verzdgern. Somit
sprechen unsere Daten dafur, dass sich ein immunologischer Effekt und ein toxischer Effekt

im Modell der DSS-induzierten Kolitis Uberlagern. Es konnte histologisch und per FACS-
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Analyse paraaortaler Lymphknotenzellen gezeigt werden, dass die immunologisch-
entziindliche Komponente in der weit fortgeschrittenen Kolitis nach langer — elftdgiger —
DSS-Gabe nicht mehr im Vordergrund steht.

Die vorliegende Arbeit vertritt die Hypothese, dass im akuten DSS-Modell die Kaskade der
Kolitisinduktion durch einen initialen Anstieg von IL-18, IL-12 und TNF-a vermittelt wird,
wobei vor allem IL-18 pathogenetisch relevant ist. In geeigneten Mausstammen kommt es in
der Folge des IL-18-Anstieges zu einer deutlichen Aktivierung von Th1-Zellen, die IFN-y
produzieren, was zu einer sich selbst unterhaltenden Entziindungsreaktion flihrt. Die
Hypothese einer Aktivierung von Th1-Zellen im Rahmen der Induktionsphase der DSS-Kaolitis
wird unterstitzt zum einen durch die klinische Wirksamkeit von Pralnacasan, zum anderen
durch den Befund, dass der ICE-Inhibitor die Prozesse der Induktionsphase spezifisch
hemmen kann: IL-18 und — in empfindlichen Mausen — IFN-y wurden reduziert; die IP-10-
mRNA-Expression wurde supprimiert. Unsere Daten decken sich mit den Konzepten von
Fantuzzi und Siegmund, die eine entscheidende Rolle von IL-18 in der DSS-induzierten

Kolitis postulierten [Siegmund 2001 a].

Die Ergebnisse sowohl der Proteinmessungen als auch der mRNA-Bestimmung sprechen
daflir, dass DSS in empfanglichen, Th1-mediierten Mausstdmmen eine Th1-Immunantwort
hervorruft. Unsere Daten unterstiitzen des weiteren das Konzept einer vorangeschalteten
Aktivierung von Makrophagen — sei es direkt durch Phagozytose von DSS, sei es indirekt
durch die Infiltration von Bakterien nach Zerstérung der epithelialen Mukosabarriere. Die
Befunde sprechen somit daflir, dass das DSS-Modell durchaus in der Lage ist, als Modell

des Morbus Crohn zu dienen.

Derzeit wird die Substanz Pralnacasan in unserer Arbeitsgruppe im CD45Rb""-
Transfermodell auf ihre Wirksamkeit getestet. In diesem Modell werden per negativer
Depletion CD4-positive Splenozyten gewonnen, die anschliellend per FACS-Sorting in eine
CD45Rb™"- und eine CD45Rb""-Population getrennt werden. SCID-M&use, die die high-
Population — der die regulatorischen T-Zellen fehlen — intraperitoneal appliziert bekommen,
entwickeln innerhalb von sechs bis acht Wochen eine Kolitis. In diesem Modell sind die
immunologischen Mechanismen, die der Substanz Pralnacasan zugrunde liegen,

voraussichtlich noch besser zu untersuchen.
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4.2.3 Untersuchung alternativer Parameter der Kolitisaktivitat in der Spatphase der DSS-
induzierten Kolitis

Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit ist der Befund, dass Protein- und mRNA-Spiegel
verschiedener Zytokine im Modell der DSS-induzierten Kolitis nicht Gbereinstimmen. IP-10-
und TNF-a-mRNA stiegen bis in die Endphase des Versuchs stetig an. Die — im Gegensatz
zum TNF-a-Protein — erhdhten TNF-a-mRNA-Spiegel in der Spatphase der Kolitis kdnnten
darauf beruhen, dass die intrazellulare mRNA-Expression durch die Zerstérung des Kolons
nicht so stark beeintrachtigt wird wie die Proteinmenge im Kolonhomogenat. Gerade die
TNF-a-mRNA-Expression schien in den obigen Versuchen ein guter Marker fir die
tatsachliche Schwere kolitischer Symptome zu sein. Da die Messung der Zytokine auf
Proteinebene als Endpunkt der DSS-induzierten Kolitis nicht ideal geeignet ist, sollten im
folgenden weitere Zytokine auf mRNA-Ebene auf ihre Eignung als Gradmesser des

entzindlichen Geschehens untersucht werden.

Vorerst kann festgestellt werden, dass die Technik der konventionellen PCR die Befunde der
Real-time-PCR bestatigte. Mause mit niedrigen Expressionswerten in der Real-time-PCR
zeigten dasselbe Expressionsniveau in der Bestimmung per konventioneller PCR. Es
bestatigte sich, dass die TNF-a-mRNA-Expression ein guter Parameter der Kolitisaktivitat ist
und sich damit als Endpunkt fir das Modell der DSS-induzierten Kolitis eignet. Tiere, die ein
bestimmtes Niveau der Kolitissymptomatik erreicht hatten, zeigten regelmafig erhéhte Werte
in der TNF-a-mRNA-Expression. Die TNF-a-Synthese ist die gemeinsame Endstrecke vieler
Entziindungsparameter; somit ist die Bestimmung des TNF-a-Spiegels als Endpunkt
naheliegend. Der weiterfihrende Befund der vorliegenden Arbeit ist nun, dass sich die
mMmRNA-Expression dieses Zytokins als Endpunkt der DSS-induzierten Kolitis besser eignet

als die Bestimmung der Proteinmenge per ELISA.

Die MCP-1-mRNA-Expression war in Tieren, die DSS erhalten hatten, verstarkt. Dies
unterstitzt nochmals die Bedeutung der Aktivierung monozytarer Zellen im Rahmen des
DSS-induzierten Kolitis. Die MCP-1-mRNA-Expression wird unter anderem durch TNF-a
oder IL-1 gesteigert [Leonard 1990]. Ebenso fand sich eine erhohte KC-mRNA-Expression
im Darm von Tieren, die DSS erhalten hatten. KC wird von Monozyten sowie Makrophagen
produziert und beispielsweise durch TNF-a induziert [Introna 1987; Koerner 1987; Ohmori
1993; Ohmori 2001]. Auch Endothelzellen synthetisieren KC; das Chemokin selbst ist an der
Neutrophilenchemotaxis beteiligt. Pralnacasan war in der Lage, den Anstieg der KC-

Expression zu unterdricken.
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Die Untersuchung der mRNA-Expression in Lymphknoten unter DSS-Gabe zeigte, dass
dieser Parameter nicht signifikant beeinflusst wird. Allenfalls IL-18 und IP-10 wurden unter
DSS-Gabe vermehrt exprimiert. Die TNF-a-mRNA-Expression verharrte dagegen vodllig
unverandert auf niedrigem Niveau. Dies entspricht insofern den theoretischen Konzepten der
TNF-a-Wirkung, als dieses  Zytokin als gemeinsame Endstrecke  vieler
Entziindungskaskaden betrachtet wird. Somit sollte TNF-a im Falle der DSS-induzierten
Kolitis vor allem im Kolon erhdht sein; ein Befund, der durch die Experimente des

vorangehenden Kapitels bestatigt wurde.

Zwar drainiert die Lymphe des Gastrointestinaltraktes in die paraaortale Lymphknotenregion,
so dass Lymphozyten aus diesem Bereich durchaus ein Abbild der lokalen Entziindung im
Gastrointestinaltrakt liefern kénnen. Die FACS-Analyse paraaortaler Lymphknoten eignete
sich jedoch nur eingeschrankt als Parameter der Kolitisaktivitat. In zwei von drei
Versuchsreihen dieser Arbeit war die Methode der FACS-Analyse regionaler Lymphknoten in
der Lage gewesen, eine Aktivierung der Lymphozyten unter DSS-Gabe nachzuweisen. Der
Nachweis des Pralnacasaneffekts gelang jedoch lediglich in der ersten Versuchsreihe mit
Balb/c Mausen; in den beiden folgenden Versuchen — die auch den zeitlichen Verlauf der
DSS-induzierten Kolitis untersuchten — gelang dies nicht. Ein Grund dafir, dass die IFN-y-
Produktion in paraaortalen Lymphknoten von C57BL/6 Mausen nicht anstieg, kénnte darin
bestehen, dass die Tiere dieses Stammes sehr schnell Th1-Immunantworten generieren und
sich der Entziindungsprozess mehr als im Falle von Balb/c Mausen lokal im Darm abspielt.
Insgesamt scheint die durchflusszytometrische Analyse dieser Zellen also eher ein Abbild
des systemischen Entzindungszustandes, der sich nach Aktivierung einer Th1-

Immunantwort einstellt, zu geben.

Lokale Effekte am Kolon sind demnach am besten durch Bestimmung der mRNA-Expression
proinflammatorischer Zytokine nachzuweisen. Auch die Wirkung des ICE-Inhibitors
Pralnacasan lief3 sich am besten mit Hilfe der Real-time-PCR an Kolongewebe nachweisen.
Wir haben berichtet, dass das per konfokaler Lasermikroskopie nachgewiesene erhohte IL-
18 vor allem im Bereich der intestinalen Epithelschicht lokalisiert war [Siegmund 2001 a]. Die
grolten Unterschiede in der Zytokinproduktion sollten sich also in diesem Bereich finden
lassen. Dementsprechend war die Analyse der mRNA-Expression in Lymphknotengewebe

zum Nachweis eines spezifischen Behandlungseffektes nur eingeschrankt zu verwerten.

Des weiteren fiel auf, das die TNF-a-Expression unter DSS-Gabe zwar signifikant anstieg,
jedoch durch ICE-Inhibition nicht beeinflusst wurde. Daher sollte im folgenden untersucht

werden, ob ein synergistischer Effekt zwischen Pralnacasan und TNF-a-reduzierenden
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Substanzen besteht. Verwendet wurde zu diesem Zweck der spezifische Phosphodiesterase
IV-Inhibitor Rolipram. Rolipram ebenso wie die verwandte Substanz Mesopram besitzen
TNF-a-reduzierende Wirkung sowie klinische Wirksamkeit im DSS-Modell [Hartmann 2000;
Loher 2003].

4.2.4 Additiver Effekt von Pralnacasan mit TNF-a-reduzierenden Substanzen und
Wirksamkeit in direkt T-Zell-vermittelten CED-Modellen

Klinisch liel® sich ein geringer additiver Effekt des PDE IV-Inhibitors Rolipram und des ICE-
Inhibitors Pralnacasan nachweisen. Konzeptionell wurde gefordert, bei Halbierung der
Pralnacasan- sowie der Rolipramdosis zumindest einen ebenso guten Effekt wie bei voller
Dosierung der einzelnen Substanzen zu erhalten. Obgleich vom Konzept ansprechend
[Obermeier 1999], war in den in vitro-Untersuchungen der additive Effekt beider Substanzen

nicht zu fassen.

Im Gegensatz zu vorangehenden Versuchen lieR sich die Reduktion des IL-18-Spiegels
durch Pralnacasan in diesem Versuch nur als Trend ohne Erreichen des Signifikanzniveaus
demonstrieren. Die Messung der Proteinspiegel erfolgte am elften Tag der DSS-Gabe, also
zu einem spaten Zeitpunkt. Wie oben demonstriert, haben die IL-18-Spiegel hier bereits
ihren Hohepunkt Uberschritten. Die spate Messung dieses Zytokins ist somit zum Nachweis
eines additiven Effekts nicht ideal geeignet. In Ubereinstimmung mit den obigen Ergebnissen
fanden wir deutlich erhéhte IL-1B-Spiegel nach elf Tagen DSS-Gabe. Ein Effekt durch die
pharmakologische Inhibierung von Schlisselenzymen lie sich nicht nachweisen. Die
Bestimmung der TNF-a-Spiegel zeigte, dass — wie aus den vorhergehenden Versuchen zu
vermuten war — keine signifikanten Unterschiede zwischen DSS-Gruppen und

Kontrollgruppe nach elftagiger Gabe von DSS nachzuweisen waren.

Bezlglich des Nichtansprechens der TNBS-Kolitis auf den ICE-Inhibitor ist festzustellen,
dass lediglich ein Pilotversuch mit begrenzter Aussagekraft durchgefiihrt wurde, so dass
diese Ergebnisse der Reproduktion bedirfen. Gleichwohl ist das Versagen der Substanz
insofern zu erklaren, als das TNBS-Modell im Gegensatz zum DSS-Modell auf direktem Weg
T-Zellen aktiviert. Es ist eine der Hauptaussagen dieser Arbeit, dass DSS initial zu einer
Makrophagenaktivierung fuhrt [Mahida 2000]. Pralnacasan wirkt auf Zytokine wie IL-18 und
IL-1B, die typischerweise von Makrophagen produziert werden. Die Tatsache, dass
Pralnacasan im Modell der TNBS-Kolitis sogar mehr schadete als nitzte, ldsst den
vorsichtigen Schluss zu, dass die Aktivierung der IL-18- und IL-1B-vermittelten
Entzindungskaskade — in engen Grenzen — sogar protektiven Effekt hat. Gerade die

Makrophagenaktivierung durch DSS koénnte somit einem physiologischen Mechanismus
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entsprechen, der sowohl protektive als auch destruktive Aspekte besitzt. Unter anderem der
genaueren Charakterisierung der Rolle monozytarer Zellen im Verlauf der DSS-induzierten

Kolitis widmeten sich die Versuche an MCP-1 (-/-) Tieren.

4.2.5 MCP-1 besitzt protektiven Effekt im Modell der DSS-induzierten Kolitis

Unsere Daten weisen darauf hin, dass MCP-1 wichtige regulatorische Funktionen im Modell
der DSS-induzierten Kolitis erflllt. Urspriinglich wurde erwartet, dass der Knockout eines
proinflammatorischen Chemokins die Tiere vor den Auswirkungen der DSS-Gabe schitzt.
Doch der klinische Score und die histologische Analyse zeigten, dass MCP-1 (-/-) Tiere
anfalliger sind, kolitische Symptome zu entwickeln. Die durch das chemotaktische Signal von
MCP-1 infiltrierenden Zellen waren scheinbar notwendig, um die inflammatorische Antwort
einzudammen. MCP-1 wirkt chemotaktisch auf monozytare Zellen, weniger auf Neutrophile
[Leonard 1990]. Wie an Hand des Monozyteninfilirationsscores gezeigt werden konnte,
wurden in der Tat vor allem die monozytaren Zellen durch den Knockout beeinflusst. MIP-1a
wird von Makrophagen nach Stimulation produziert [Menten 2002]; somit sprechen auch die
reduzierten MIP-1a-Spiegel daflir, dass der MCP-1-Knockout funktionell wirksam war.
Bestatigt durch die etwas hohere Granulozyteninfiltration wurden Granulozyten durch den
MCP-1-Knockout weniger beeinflusst. Die KC-Produktion wurde durch den Knockout nicht

reduziert.

Sowohl die Invasion als auch die Aktivierung von Makrophagen in MCP-1 (-/-) Mausen waren
anscheinend beeintrachtigt. Dies lasst den Schluss zu, dass Makrophagen im
pathogenetischen Prozess der DSS-induzierten Kolitis wichtige regulatorische Funktionen
erfiullen. Eine geordnete Makrophagenfunktion scheint somit notwendig, um die Maus vor
den zerstorerischen Auswirkungen des DSS zu schitzen. Dies ist insofern nicht erstaunlich,
als doch das herrschende Paradigma der DSS-Wirkung davon ausgeht, dass der Korper auf
den DSS-Reiz physiologischerweise mit einer Aktivierung der Makrophagen reagiert. Diesem
Vorgang folgt dann die Aktivierung von Th1-Zellen, die unter anderem IP-10 bilden. Die
Reduktion der IP-10-Spiegel in den MCP-1 (-/-) Tieren spricht somit fir die Modellvorstellung
einer durch Makrophagenaktivierung vermittelten DSS-Wirkung mit nachfolgender Th1-
Immunantwort. Die Infiltration monozytarer Zellen nach MCP-1-vermittelter Chemotaxis ist
somit ein physiologischer Mechanismus, dessen Unterbindung die Knockout-Maus nicht vor

DSS schitzt, sondern sie anfalliger macht.
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4.3 Klinische Relevanz

Erstmals wurde gezeigt, dass die pharmakologische Inhibierung des Interleukin-1p3-
converting-enzymes (ICE) in einem murinen Modell chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen therapeutisch wirksam ist. Die Effektivitat einer ICE-Blockade konnte in
einer Reihe von Experimenten an ICE (-/-) Mausen demonstriert werden [Fantuzzi 1998].
Das DSS-Modell wird gerne zur Uberprifung neuer Therapiestrategien im Bereich CED
verwendet [Cooper 1993]. Anhand einer Vielzahl von in vivo sowie ex vivo Parametern
konnte nun in diesem Modell gezeigt werden, dass der ICE-Inhibitor Pralnacasan eine IL-18-

vermittelte Immunantwort reduziert.

Angesichts der hohen Rate an Nebenwirkungen, welche die — in den neunziger Jahren
entwickelten — antikdrperbasierten Anti-Zytokinstrategien mit sich bringen, sind sowohl
Wissenschaft als auch Industrie an weiteren innovativen Substanzen sehr interessiert. Die
Therapie mit Infliximab fuhrt in einem hohen Prozentsatz behandelter Patienten zur Bildung
von anti-chimarischen Antikérpern und auch die neuere, rein humane Substanz Adalimumab
fuhrt zur Bildung von Antikérpern gegen Allotope dieser Substanz [Hanauer 2004]. Somit
besteht die Gefahr, dass Infliximab und Adalimumab unter Therapie ihre Wirksamkeit
verlieren. Einzelfallberichte postulierten eine Assoziation von Anti-TNF-a-Therapie und
lymphoproliferativen Erkrankungen. GrofRe epidemiologische Studien konnten den
Zusammenhang nicht bestatigen, trotzdem bleiben die Substanzen auch aufgrund dieses

maoglichen Risikos umstritten [Wolfe 2004].

Im rheumatologischen Bereich ist der Stellenwert der Anti-Zytokintherapie unumstritten. In
der Gastroenterologie jedoch bleiben viele Fragen ungeklart. Grolke Studien haben zwar
eine zweifelsfreie Evidenzgrundlage fir den Einsatz von Infliximab bei steroidrefraktdrem
sowie fistelIndem Morbus Crohn geschaffen [Targan 1997; Present 1999], viele Praktiker sind
dennoch zurlickhaltend. Bis dato fehlt zudem eine grofle Studie, die Infliximabgabe bei
Morbus Crohn mit Fistelbildung mit der operativen Sanierung vergleicht. Etanercept, das im
Bereich der rheumatoiden Arthritis sehr gute Erfolge zeigt, hat im Bereich der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen anscheinend Uberhaupt keinen Effekt [Sandborn 2001].
Vollig ungeklart ist derzeit, ob die Anti-TNF-a-Therapie im Bereich Colitis ulcerosa einen
Stellenwert besitzt [Rossetti 2004]. Eine ganz neue Entwicklung ist der Anti-Interferon-y-
Antikérper Fontolizumab. In einer aktuellen Studie an 133 Patienten zeigte die Substanz gute

Wirksamkeit und vor allem exzellente Vertraglichkeit [Hommes 2004]. Allerdings wird die
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Substanz wohl ein ahnliches langfristiges Nebenwirkungsprofil besitzen wie die anderen

Antikdrper-basierten Therapien.

Im Gegensatz zu den proteinbasierten Anti-Zytokin-Therapien verfolgt die Substanz
Pralnacasan eine Strategie, bei der nicht die Aktion eines Zytokins inhibiert wird, sondern bei
der bereits die Bildung der beteiligten Zytokine unterbunden wird. Pralnacasan ist ein kleines
Molekil, das die Aktivitat des IL-1B-converting-enzymes hemmt. Das Nebenwirkungsprofil
der Substanz ist — nach den Ergebnissen der bisherigen Studien — exzellent. Selbst bei
Gabe hoher Dosen traten keine unerwlinschten Wirkungen auf. Per Pressemitteilung vom
Juli 2003 hat die Firma Vertex mit der Rekrutierung von Patienten flr eine Phase IIb-Studie
bei rheumatoider Arthritis begonnen. Nach dieser Anklindigung sind bisher keine Ergebnisse
veroffentlicht wurden. Es scheint jedoch zu lizenzrechtlichen Schwierigkeiten im Zuge der
Umgestaltung des Aventis-Konzerns gekommen zu sein, was die Verzbégerung der
Entwicklung erklart. Vertex selbst hat angekundigt, auch Proof-of-concept-Studien zu den

Zielindikationen Osteoarthrose und Psoriasis zu initiieren.

Im Bereich chronisch entzindlicher Darmerkrankungen sind bisher keine weiterflihrenden
Studien im klinischen Bereich geplant. Die Firma Vertex wilnscht scheinbar vorerst die
Anerkennung der Substanz als Medikament im Bereich der Rheumatologie. Nichtsdestotrotz
ist die Vorstellung einer klinischen Studie der Substanz Pralnacasan mit der Indikation CED

verlockend.

Der mogliche Stellenwert von Pralnacasan bei der Behandlung chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen ist reine Spekulation. Nur klinische Studien kénnen klaren, ob
Pralnacasan im akuten Geschehen hilfreich ist oder eventuell als remissionserhaltende
Therapie Eingang in die Klinik finden kénnte. Viele Gastroenterologen schrecken vor dem
Einsatz von Infliximab bei Morbus Crohn der Nebenwirkungen wegen zurtick. Im Bereich der
remissionserhaltenden Therapie ist Azathioprin zwar seit vielen Jahren Standardsubstanz,
jedoch auch mit schweren Nebenwirkungen verbunden. In diesen Bereichen konnte flr
Pralnacasan moglicherweise eine Nische im Algorithmus der therapeutischen Optionen
bestehen. Gerade das gute Nebenwirkungsprofil macht diese Substanz vielversprechend.
Eine klinische Pilotstudie zur Wirksamkeit von Pralnacasan bei chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen erscheint gerechtfertigt.
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5. Zusammenfassung und Schlussbetrachtung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die pharmakologische Hemmung des
Interleukin-1B-converting-enzymes durch den ICE-Inhibitor Pralnacasan in einem Tiermodell
chronisch entzindlicher Darmerkrankungen therapeutisch wirksam ist. Pralnacasan linderte
signifikant den klinischen Verlauf der DSS-induzierten Kolitis. Durch Messung von Zytokinen
in Kolonhomogenat und in Splenozytentberstand sowie durch durchflusszytometrische
Analyse paraaortaler Lymphknoten konnte belegt werden, dass Pralnacasan das lokale und

das systemische Entziindungsgeschehen signifikant reduziert.

In C57BL/6 Mausen, deren genetischer Hintergrund eine Th1-Immunantwort unterstiitzt,
konnte an Hand erhohter IFN-y-Spiegel sowie einer gesteigerten IP-10-mRNA-Expression
eine Aktivierung von Th1-Zellen nachgewiesen werden. Erstmals im DSS-Modell wurde die
IP-10-mRNA-Expression als Parameter der Th1-Aktivierung verwendet. Die Expression des
Chemokins IP-10 (CXCL-10) steht unter direkter Regulation durch IFN-y; dieses wiederum
wird reguliert durch IL-18. Somit gibt die IP-10-mRNA-Expression Aufschluss uber die Th1-
Aktivierung, das Vorhandensein von IFN-y-Protein sowie die biologische Aktivitat von IL-18.
Pralnacasan reduzierte den Anstieg der IP-10-Expression und der IFN-y-Spiegel unter DSS-
Gabe signifikant. Demgegeniber war Pralnacasan nicht in der Lage, die unter DSS-Gabe
ebenfalls gesteigerte TNF-a-mRNA-Expression wirksam zu supprimieren.
Zusammenfassend konnte somit festgestellt werden, dass Pralnacasan die durch IL-18-

vermittelte Th1-Immunantwort nach DSS-Gabe reduziert.

Darliber hinaus konnten Erkenntnisse zur Pathophysiologie der DSS-induzierten Kolitis
gewonnen werden. So ergaben sich Hinweise fur die Richtigkeit der Hypothese, dass es im
Modell der DSS-induzierten Kolitis initial zu einer Aktivierung mukosaler Makrophagen
kommt, die IL-18, IL-12 und TNF-a produzieren. Eine Steigerung der IFN-y-Spiegel sowie
der IP-10-mRNA-Expression sprachen dafir, dass es im Modell der DSS-induzierten Kolitis
zudem zu einer Aktivierung von T-Zellen kommt. Die Daten dieser Arbeit belegen, dass IL-
18-mRNA konstitutiv exprimiert und durch DSS-Gabe nicht signifikant beeinflusst wird. Vor

allem C57BL/6 Mause zeigten ein hohes Expressionsniveau an mRNA dieses Zytokins.

Die Befunde dieser Untersuchung sprechen dafir, dass die Progression der DSS-induzierten
Kolitis in der Spatphase durch toxische und somit nicht-immunologische Vorgange gepragt
ist. Gleichwohl finden immunologisch-entziindliche Prozesse statt, wie der Anstieg der IL-1B3-

Spiegel, die Steigerung der Expression proinflammatorischer mRNA und die erhdhte
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Aktivierung paraaortaler Lymphknoten auch in einer spateren Phase der DSS-Gabe
beweisen. Die DSS-induzierte Kolitis beinhaltet wichtige pathophysiologische Elemente

chronisch entzindlicher Darmerkrankungen.

Des weiteren untersuchte die vorliegende Arbeit verschiedene alternative Parameter der
Kolitisaktivitdt und etablierte somit neue wertvolle Endpunkte des DSS-Modells. Zudem
wurde gezeigt, dass ein geringer, aber klinisch nachweisbarer additiver Effekt von
Pralnacasan mit TNF-a-reduzierenden Substanzen besteht. Pralnacasan zeigte keine

Wirksamkeit in einem Pilotversuch zur TNBS-induzierten Kolitis.

Die Arbeiten an MCP-1 (-/-) Mausen erbrachten Hinweise darauf, dass das Chemokin MCP-
1 wichtige regulatorische Funktionen im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis ibernimmt.
MCP-1 (-/-) Mause waren anfalliger Symptome der DSS-induzierten Kolitis zu entwickeln als

Wildtypmause.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit erstmals die Wirkung des Interleukin-13-converting-
enzyme-Inhibitors Pralnacasan im akuten DSS-Modell untersucht. Es konnte die
therapeutische Wirksamkeit von Pralnacasan belegt und ein Beitrag zum Verstandnis der
Rolle des Interleukin-1B-converting-enzymes sowie der Zytokine IL-13 und IL-18 im Rahmen

chronisch entzindlicher Darmerkrankungen geleistet werden.
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7. Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme
bp Basenpaare

bid bis in die

cDNA komplementare DNA

CED Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
Da Dalton, Einheit der molekularen Masse
DNA 2’-Desoxyribonukleinsaure

DSS Dextran-Sulfat-Sodium

dNTP 2’-Desoxynukleosid 5 -triphosphat
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FACS Fluorescence-activated-cell-sorting
FCS Fotales Kalberserum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
HEC Hydroxyethylcellulose

HEPES N-2-Hydroxyehtylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid
ICE IL-1B-converting-enzyme

i.p. Intraperitoneal

IP-10 IFN-y inducible protein-10

KC Chemokin, auch bekannt als CXCL-1
KG Korpergewicht

LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1
MIP-1a Macrophage inflammatory protein-1a
M-MLV Moloney murine leukaemia virus

MW Molecular weight

mRNA Messenger-RNA

oD Optische Dichte

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PMA Phorbal-12-myristate-13-acetate

p.o. Peroral

RPMI-Medium Rosewell Park Memorial Institute-Medium
RT Reverse Transkriptase
TNBS 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a
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