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ACPAs

BMI

BSA

CcD

CFA

CIA

CLS

CRP

DMM

ELISA

etal

EtOH

FCS

HE

HFD

JAK

MMP

ND

OA

oP

OPG

Antikorper gegen citrullinierte Peptide/Proteine (aus dem Engl. anticitrullinated
peptide/protein antibodies)

aus dem Engl. Body-Mass-Index

Bovines Serumalbumin

Unterscheidungsgruppen (aus dem Engl. Cluster of Differentiation)
komplettes Freundsches Adjuvans (aus dem Engl. complete Freund's adjuvant)
Kollagen-induzierte Arthritis (aus dem Engl. collagen induced arthritis)

aus dem Engl. Crown-like structures

C-reaktives Protein

Destabilisierung des medialen Meniskus (aus dem Engl. destabilization of the medial
meniscus)

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

et alia (aus dem Lateinischen und andere)
Ethanol

fetales Kalberserum (aus dem Engl. fetal calf serum)
Hamalaun / Eosin

Hochfettdiat (aus dem Engl. high-fat diet)
Immunglobulin

Immunhistochemie

Interleukin

Intraperitoneal

Januskinase/, just another kinase”
Matrix-Metalloproteasen

normale Diat (Standardfutter fir Mause)
Arthrose (aus dem Engl. osteoarthritis)
Operation

Osteoprotegerin



RA

RT

SF

SNP

STAT

TNF-a

rheumatoide Arthritis

Raumtemperatur

synoviale Fibroblasten

single nucleotide polymorphisms

aus dem Engl. Signal Transducers and Activators of Transcription

Tumornekrosefaktor o



Zusammenfassung

Weltweit betrifft Adipositas und ihre Komorbiditaten immer mehr Menschen und gewinnt somit an
klinischer, gesellschaftlicher und wirtschaftlicher Bedeutung. Adipozytokine sind bioaktive Faktoren,
welche vor allem vom Fettgewebe produziert werden und die Energiehomo&ostase des Korpers
regulieren. Da diese Adipozytokine durch Adipositas bzw. metabolische Veranderungen reguliert
werden, koénnen sie den Metabolismus mit dem Immunsystem verbinden, indem sie dieses
modaulieren. Nicht nur Adipositas, sondern auch Gelenkerkrankungen wie die degenerative Arthrose
und die autoimmune Rheumatoide Arthritis sind weltweit verbreitet und so hauft sich die Zahl der
Patienten, welche sowohl von Adipositas als auch von Gelenkerkrankungen betroffen sind. Um die
Einflisse von Ubergewicht auf Arthritis und Arthrose genauer darzustellen wurden in dieser
Dissertationsarbeit mehrere Mausmodelle kombiniert. Ein didtinduziertes Ubergewicht wurde
entweder mit einem Arthritismodell (Kollagen-induzierte Arthritis) oder einem Arthrosemodell
(Destabilisierung der medialen Menisken) kombiniert. Durch Nekropsien zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Arthritis- bzw. Arthroseinduktion sollte dargestellt werden, wie verschiedene
Adipokine im Verlauf der Erkrankung exprimiert werden. Des Weiteren sollte zwischen systemischen
Adipokinwerten im Serum und lokalen Adipokinverteilungen im Gelenk unterschieden werden.

Das Arthrosemodell wurde in C57BI/6 Mausen durchgefiihrt, wobei den Tieren nach dreimonatiger
Fiitterung mit einer Standarddiat oder einer stark fetthaltigen Didt operativ die medialen Menisken
durchtrennt wurden. 4, 6 und 8 Wochen nach Arthroseinduktion wurden dann die Gewebe
entnommen und die Seren analysiert.

Das Arthritismodell sollte zundchst zur optimalen Vergleichbarkeit im gleichen Mausstamm
durchgefiihrt werden, hier konnte jedoch keine zufriedenstellende Inzidenz erreicht werden, sodass
das Arthritismodell erfolgreich im DBA/1Rj Mausstamm durchgefiihrt wurde. Die Tiere wurden vor
Beginn der Kollagen-induzierten Arthritis fir 6 Wochen mit den gleichen Didten gefiittert wie bereits
die C57BI/6 Mause und dann 4, 5,5 und 7 Wochen nach der ersten Immunisierung analysiert.

Sowohl die metabolischen- als auch die Arthrose- und Arthritismodelle wurden erfolgreich
durchgefiihrt. Die Gelenke der erkrankten Tiere wurden histologisch mittels eines etablierten Scores
bemessen, um den Krankheitsverlauf darzustellen und mit metabolischen Parametern vergleichen zu
kénnen. AuRerdem wurde der Metabolismus durch einen Score zur Darstellung der Leberverfettung
charakterisiert und das Fettgewebe wurde auf Anzeichen einer Entziindung untersucht. Auch die
Adipokine konnten im Serum gemessen und lokal histologisch dargestellt werden. Hierbei zeigte sich,
dass Leptin stark durch die fetthaltige Didt erhéht, durch Arthroseinduktion jedoch nur leicht, und
durch Arthritisinduktion sehr stark reduziert wird. Interessanterweise wurden Visfatin und
Adiponektin systemisch deutlich weniger stark durch die Gelenkerkrankungen beeinflusst. Im Gelenk
zeigte sich, dass in den geschadigten Bereichen deutlich mehr Adiponektin- und Leptin-produzierende
Zellen vorhanden waren als in den entsprechenden gesunden Arealen. Die lokalen Adipokine waren
unabhangig von den didtinduzierten systemisch-metabolischen Veranderungen.

Diese Arbeit konnte auBerdem zeigen, dass der Schweregrad der Arthrose vor allem mit dem
Koérpergewicht korreliert und weniger mit metabolischen Veranderungen, was auf einen ausgepragten
biomechanischen Einfluss hinweist.



Abstract

Obesity and its comorbidities are of increasing clinical, societal and economical importance due to
worldwide increase of affected people. Adipocytokines are bioactive factors, produced mainly by
adipose tissue, regulating energy homeostasis of the body. Since adipocytokines themself are
regulated by obesity or metabolic changes, they are able to connect metabolism to the immune system
by modulating immunologic processes. Not only obesity, but also joint diseases such as degenerative
osteoarthritis (OA) or the autoimmune driven rheumatoid arthritis (RA) are very common, leading to
high numbers of patients affected by both, joint disease and obesity. To characterize the influence of
obesity on OA and RA, this doctoral thesis describes the evaluation of a combination of different mouse
models. A diet-induced obesity was either combined with collagen-induced arthritis (CIA) or
surgically-induced OA (by destabilization of the medial menisci). The mice were sacrificed at different
time points after induction of OA or RA to show the influence of adipokines at different stages of the
joint diseases. Furthermore, distinct analysis of systemic adipokines in the mouse sera were compared
to immunohistological analysis of tissue adipokine expression in the joint.

The OA model was performed in C57BIl/6 mice, which were fed with standard(ND)- or high-fat diet
(HFD) for three months prior to OA induction. Necropsies were done 4, 6 and 8 weeks after surgery for
collection and analysis of tissues and sera.

For optimal comparability, CIA should be performed in the same mouse strains, but since the incidence
was too low, CIA model was successfully repeated in DBA/1Rj mice. These mice received the same ND
or HFD for six weeks prior immunization and were sacrificed 4, 5.5 and 7 weeks after RA induction.

Diet induced obesity as well as the OA- and RA-models were successful and destruction of the joints
could be quantified by histological scores for comparison with metabolic parameters. Metabolic
changes were characterized by scoring lipid vacuoles in liver cells or histological changes in the adipose
tissue. Adipokines were analyzed in the sera and local distribution in the joints were visualized by
immunohistochemical staining. The serologic analysis showed that leptin was significantly induced by
HFD, which was then reduced by DMM and strongly reduced by CIA. Of note, visfatin and adiponectin
were only slightly influenced by the different models on a systemic level, whereas locally adiponectin
and leptin were expressed by cells predominantly in areas with defects rather than in respective areas
of healthy joints. These local observations were independent from metabolic changes due to the
different diets.

This project also showed a better correlation between OA progression and bodyweight than with other
metabolic parameters or adipokines, suggesting a strong biophysical influence of obesity.



Einleitung

Ubergewicht und Adipositas sind weltweit ein Phinomen mit wachsender Bedeutung fiir die
medizinische Forschung in den meisten Fachgebieten. Im 2015 veroffentlichten Bericht der
,Gesundheitsberichterstattung des Bundes gemeinsam getragen von RKU und DESTATIS' wird speziell
fir Deutschland gezeigt, dass sowohl Ubergewicht und Adipositas als auch Arthrose (engl.
,osteoarthritis”, OA) und rheumatoide Arthritis (RA) im Alter zunehmen. Daraus ergibt sich nicht nur
generell durch steigende Haufigkeit eine groRere Wahrscheinlichkeit, dass RA- und OA-Patienten
libergewichtig oder adip6s sind, sondern auch biographisch gesehen haufen sich beide Phdnomene im
Alter. Im Zuge des demographischen Wandels ist zu erwarten, dass die Thematik in Zukunft weiter an
Bedeutung gewinnt?, sowohl sozio6konomisch als auch in der Klinik und Forschung.

Auch in der Rheumatologie wird vermehrt untersucht, welche Auswirkungen das Kérpergewicht oder
metabolische Einflisse wie z. B. Blutfette, Blutzucker, Insulinresistenz oder Diabetes auf die
verschiedenen Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises haben?. Hierbei ist natiirlich nicht nur
von Bedeutung, ob sich rheumatische Erkrankungen und der Metabolismus gegenseitig beeinflussen,
sondern auch, Gber welche Mechanismen diese Einflliisse funktionieren, damit langfristig eben diese
Mechanismen in der Klinik modifiziert werden kdnnen und eine Verbesserung fir die Patienten
erreicht wird.

Adipositas wirkt sich durch eine hohere mechanische Belastung auf die Gelenke aus und beeinflusst
durch verinderte Zytokin- und Adipokinspiegel entziindliche Prozesse®®. Es sind jedoch nicht nur
negative Effekte eines hohen BMI beschrieben, so filhrt Ubergewicht auch zu einer héheren
Knochenmasse und geringerem Frakturenrisiko”.

In dieser Arbeit soll im Tiermodell eine Adipositas induziert werden, in Kombination entweder mit OA
oder mit RA. AnschlieRend soll genauer dargestellt werden, wie sich die Adipositas sowohl systemisch
im Serum als auch lokal im Kniegelenk zu verschiedenen Zeitpunkten des OA- bzw. RA-Progresses
auswirkt. Dabei wird auRerdem mit Tieren ohne Gelenkserkrankung aber mit Adipositas verglichen,
um unterscheiden zu kdénnen, welche Einfliisse der Adipositas generell auf ein Gelenk wirken (im
gesunden Tier), welche auf ein geschadigtes Gelenk wirken (OA) und welche den autoimmunen
Mechanismus der RA beeinflussen und nicht nur den daraus resultierenden Gelenksschaden.
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Diarthrosen

Aufbau

Diarthrosen, also echte Gelenke, sind bewegliche Verbindungen von Knochen, bestehend aus einer
Uberknorpelten Gelenkpfanne und einem ebenfalls tiberknorpelten Gelenkkopf. Diarthrosen werden
durch die Gelenkkapsel abgeschlossen und durch Bander stabilisiert. Zwischen den Knorpelfldachen,
welche sich gegeneinander bewegen, befindet sich der Gelenkspalt, welcher mit Synovialflissigkeit
gefiillt ist®.

Die Gelenkhohle, also der von der Gelenkkapsel umschlossene Raum des Gelenks, wird bei manchen
Gelenken durch knorpelige Scheiben unterteilt. Diese bezeichnet man bei vollstandiger
Kompartimentierung der Gelenkhoéhle als Disci und bei unvollstdndiger Kompartimentierung wie z. B.
im Kniegelenk als Menisci®.

Femur

AulRenband
Patella

/ Innenband

Knorpel

Meniskus

Tibia

Fibula

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines gesunden Kniegelenks. Der iiberknorpelte Femur und die ebenfalls
tiberknorpelte Tibia konnen, stabilisiert durch den Meniskus, gegeneinander bewegt werden. Dabei entsteht durch die
Synovia und die perfekt aufeinander abgestimmten Oberflaichen kaum Reibung.

Knochen

Die Knochen des menschlichen Kérpers miissen verschiedensten Belastungsarten standhalten kénnen,
nicht nur dem Druck des Korpergewichts bzw. der Schwerkraft, sondern auch Zug-, Biegungs- und
Torsionskréften. Dafur ist eine entsprechend stabile und gleichzeitig flexible Struktur essenziell®. Die
Knochenmatrix wird von Osteoblasten synthetisiert, welche zunachst eine organische Matrix
sezernieren, die dann mit etwas zeitlicher Verzégerung mineralisiert wird®. Um zeitlebens den hohen
Belastungen standhalten und im Falle eines Bruchs auch diesen wieder heilen zu kénnen, sind Knochen
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einem standigen Umbau unterworfen, wobei Osteoklasten Knochenmatrix abbauen bzw. resorbieren
und Osteoblasten neue Knochenmatrix aufbauen®. Diese Prozesse der Verknécherung kénnen im
Kontext einer Arthrose verandert werden und zur Bildung von Osteophyten und anderen
pathologischen Verinderungen wie subchondralen Sklerosen oder Pseudozysten beitragen® °.

Knorpel

Knorpel ist eine spezialisierte Form des Binde- bzw. Stlitzgewebes, welcher in vier Arten unterschieden
werden kann: hyaliner Knorpel, elastischer Knorpel, fetaler Knorpel und Faserknorpel. Die
Knorpelmatrix wird von Chondrozyten synthetisiert, welche sich im Knorpelgewebe befinden. In
histologischen Gewebepraparaten sind Chondrozyten in Knorpelhéhlen vorzufinden, allerdings
entstehen diese Hohlen durch die Fixierung bzw. Dehydrierung bei der Gewebepraparation, welche so
nicht den physiologischen Bedingungen entspricht. Im Rahmen dieser Arbeit ist vor allem der hyaline
Knorpel, welcher die Gelenksoberflachen liberzieht und der Faserknorpel aus welchem die Menisken
bestehen, von Bedeutung. Der hyaline Knorpel besitzt keine Knorpelhaut und kann Schaden deshalb
nicht regenerieren, dies bedeutet Schadigungen im Rahmen von Arthrose (OA) oder rheumatoider
Arthritis (RA) sind nicht oder nur eingeschrankt reversibel®.

Der Knorpel der Gelenkoberflachen besteht zu 90 % aus extrazelluldrer Matrix, welche von den
Chondrozyten sezerniert wird. Die Matrix besteht hauptsachlich aus Typ Il Kollagen, Aggrecan und der
umgebenden Hydrathille!!. Werden Chondrozyten aktiviert, z. B. durch entziindliche Stimuli, so
kénnen sie aber auch zum Abbau der Knorpelmatrix beitragen indem sie Zytokine wie TNF-q,
Interleukin-1B (IL-1B) oder IL-6 sezernieren oder auch durch die Synthese von Kollagenasen
(Matrixmetalloproteinasen, MMPs) und Aggrecan degradierenden Enzymen (z.B.: a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin-like motifs, ADAMTS).

Chondrozyten exprimieren unterschiedliche Proteine, je nachdem, ob die Zelle gerade erst zum
Chondrozyten differenziert, oder ob sie sich z. B. zu einem hypertrophen Chondrozyt weiterentwickeln.
Hypertrophie bedeutet, dass die einzelne Zelle an Volumen zunimmt®. Bei Chondrozyten geht dies mit
der Synthese von Kollagen Typ 10 und MMPs einher wodurch die Entwicklung einer Arthrose verstarkt
wird'2. Anhand solcher Markerproteine kann also erkannt werden, in welchem Stadium sich ein
Chondrozyt befindet. SOX9 wird z. B. nur von Vorlauferzellen der Chondrozyten und differenzierten
Chondrozyten exprimiert, nicht aber von hypertrophen Chondrozyten®®, wohingegen Kollagen Typ 10
nur von hypertrophen Chondrozyten synthetisiert wird#.

Synovialmembran

Die Synovialmembran grenzt die Gelenkhdhle vom umgebenden Gewebe ab und Uberzieht dabei ihre
gesamte Innenflache bis auf den Knorpel. Die Synovialmembran besteht hauptsachlich aus
Makrophagen und Fibroblasten (Synoviale Fibroblasten, SF) welche die Synovialfliissigkeit
synthetisieren und sezernieren. Die Synovialmembran besteht aus einer wenige Zellen dicken
Deckzellschicht, dem sog. lining layer und dem darunter liegenden sublining. Da die Synovialmembran
die Homoostase der Synovialflissigkeit aufrecht erhalt, ist sie essenziell fiir die Hombostase des
Gelenkknorpels, welcher nicht iber BlutgefaRe, sondern durch Diffusion aus der Synovialflissigkeit mit
N&hrstoffen versorgt wird®. Wichtig ist dabei ganz besonders die Synthese von verschiedenen
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Proteinen der extrazellularen Matrix wie z. B. Fibronektin, Kollagen, Laminin, Proteoglykanen,
Hyaluronsdure und Lubricin’®>, welche von den Fibroblasten der Synovialmembran in die
Synovialflissigkeit abgegeben werden. Um dabei die Homdostase wahren zu kénnen, sezernieren
Fibroblasten aber auch Proteine wie Kathepsin L und K, MMPs oder deren Inhibitoren, die sog. TIMPs

)!6. Die Synovialfliissigkeit dient also als ,Schmierfilm*

(tissue inhibitors of matrixmetalloproteinases
zum Schutz der gegeneinander reibenden Knorpelflachen, weshalb diejenigen Proteine, welche eine
viskése Konsistenz garantieren, besonders wichtig sind®. Sowohl die Gelenkknorpel als auch Disci und
Menisci werden Uber die Synovialflissigkeit mit Nahrstoffen versorgt. Umgekehrt werden aber auch
Abbauprodukte aus dem Knorpelgewebe in die Synovialflissigkeit abgegeben und liber die
Makrophagen der Synovialmembran abtransportiert®. AuRerdem werden iber Stoffe in der
SynovialflUssigkeit auch Prozesse im Gelenk reguliert, wie z. B. pro-entziindliche oder anti-entziindliche
Faktoren, die insbesondere im Kontext von Gelenkerkrankungen den Gelenkschaden beeinflussen. Als
Beispiel fur einen antientzlindlichen Faktor kann IL-10 genannt werden, wohingegen IL-1 ein starker

pro-entziindlicher Faktor ist?’.

Arthrose (OA)

Die OA ist eine weit verbreitete degenerative Gelenkserkrankung, welche durch den Abbau von
Knorpelmatrix und eine chronische, meist schmerzhafte Einschrankung des Gelenks charakterisiert
ist'8, Weltweit gibt entwickeln ca. 10 % der Manner und 18 % der Frauen ab einem Alter von 60 Jahren
eine OA, wobei bisher unklar ist, weshalb Frauen haufiger betroffen sind®®. Hande, Knie, Hiften und
die Wirbelsiule sind am haufigsten betroffen?®, Der stirkste Risikofaktor fir die Entwicklung einer OA
ist das Alter, aber auch die erhéhte mechanische Abnutzung durch Sport und/oder Adipositas kénnen
die Inzidenz und Progression der OA beeinflussen. Hierbei erhéht Adipositas nicht nur das Risiko zu
erkranken, sondern beschleunigt zusatzlich den Verlauf’. Auch Verletzungen von Knochen oder
Knorpel erhéhen das Risiko, an einer OA zu erkranken. So zeigte sich, dass eine Knieverletzung das OA
Risiko um das Vierfache erhdht?°. Die Gelenkschiaden einer OA sind jedoch nicht ausschlieRlich auf
physikalische Abnutzung zurlickzufiihren, sondern werden auch durch entziindliche Veranderungen
verursacht bzw. verstarkt?. Veranderungen und Schiden beschrinken sich dabei nicht ausschlieRlich
auf den Knorpel, sondern betreffen auch umliegendes Gewebe wie z. B. den Knochen oder die
Synovialmembran®. So ist auch eine Synovitis mit vermehrter Proliferation der Synoviozyten und
hypertrophen Gewebsverdanderungen mit entsprechend verstdrkter Angiogenese eine haufige
Begleiterscheinung der OA. Die Aktivierung des Synoviums ist bei der OA (im Gegensatz zur autoimmun
vermittelten RA) vermutlich eine sekunddre Reaktion auf Entziindungsmediatoren und
Matrixschdden?.

Eine OA fuhrt allerdings nicht nur zu eingeschriankter Bewegung sondern wahrscheinlich in Folge
dessen auch zu metabolischen Verdanderungen, welche wiederum zu einer erhéhten Morbiditat
fiihren?. So beeinflussen nicht nur das Gewicht* und die Adipozytokine?* den Verlauf der OA, sondern
auch die OA den Metabolismus, wodurch ein komplexes Netzwerk gegenseitiger Einfliisse entsteht.
Interessanterweise flihrt eine Adipositas nicht nur zur erhéhten Inzidenz von Knie- und Hiftarthrose
sondern auch Gelenke, welche nicht gewichttragend sind wie die Finger, sind haufiger betroffen. Ob
diese Effekte iber Adipozytokine vermittelt werden, ist noch nicht abschlieRend geklart®.
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Destabilisierung des medialen Meniskus

In retrospektiven Studien liber Patienten mit Verletzungen am vorderen Kreuzband zeigte sich, dass
diese nach einigen Jahren eine Arthrose entwickelten?> 2%, Dieser Verlauf I4sst sich im Tiermodell durch
operatives Durchtrennen des vorderen Kreuzbandes oder des medialen Meniskus nachstellen ?’. In der
folgenden Arbeit wurde ein Mausmodell angewandt, bei welchem der mediale Meniskus operativ
durchtrennt wurde (Abbildung 2). Der durchtrennte Meniskus flihrt zur Destabilisierung des Gelenks
und dadurch zur Abnutzung der Knorpelflaichen. Vorteil dieses Modells ist, dass der Verlauf der
Arthrose Uber einen relativ langen Zeitraum stattfindet und dabei im Vergleich zu anderen murinen
Modellen eine héhere Reproduzierbarkeit erreicht wird?’.

Generell sollte nicht auBer Acht gelassen werden, dass Tierversuche nur mit Bedacht durchgefiihrt
werden sollen und diirfen. Da die OA bisher nicht geheilt werden kann und sich Therapien nur auf das
Verlangsamen der Gelenksdegradation und die Abmilderung der Schmerzen konzentrieren?, wurde
es fur dieses Projekt als moralisch vertretbar erachtet, dass ein Tiermodell angewendet wurde, um die
Mechanismen dieser Erkrankung, insbesondere bezlglich ihres Verlaufs zu erforschen.

Schnitt bei
DMM Operation

Meniskus

Tibia

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Prdparationsstelle fiir die DMM-Operation. Durch das Durchtrennen des
Meniskus wird das Gelenk destabilisiert und die reibungsfreie Bewegung der Knochen gegeneinander ist nicht mehr
optimal méglich.
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Rheumatoide Arthritis (RA)

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung, von der
weltweit ca. 0,5 - 1 % der Bevoélkerung betroffen ist. Prinzipiell kann sich die RA in jedem Alter
manifestieren, beginnt aber am haufigsten zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr und 2- bis 3-fach
haufiger bei Frauen. Die klassischen Symptome sind Gelenkschmerzen, -schwellung und Steifigkeit, die
typischerweise vor allem morgens auftreten?. Histologisch wird die RA charakterisiert durch lokal
verstarkte Angiogenese?®, ein hyperplastisches Synovium mit aktivierten Fibroblasten und progressiver
Gelenkschadigung®. Ublicherweise sind zunichst Fingergrund-, Fingermittel- und Handgelenke
betroffen und nach und nach werden weitere Gelenke involviert. Fiir den Verlauf der RA sind viele
verschiedene Faktoren verantwortlich unter anderem genetische Pradisposition und epigenetische-
sowie umweltbedingte Einfliisse wie z. B. Rauchen®. Inzwischen sind sehr viele Mechanismen bekannt,
die zur Entstehung der Erkrankung beitragen, jedoch ist nicht endgiiltig geklart, wie genau und in
welcher Reihenfolge diese zur Krankheitsentstehung fiihren. Eine Rolle spielen die sog. ACPAs
(Anticitrullinated peptide/protein antibodies). Dabei handelt es sich um Antikérper gegen
verschiedene citrullinierte Proteine, welche weitgehend spezifisch fur die RA sind3.. Der Einfluss von
Zytokinen in der Pathophysiologie der RA zeigt sich z. B. an TNFa (Tumornekrosefaktor a), welcher in
grolRen Mengen in der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten nachgewiesen wurde und inzwischen als
therapeutisches Zielmolekil etabliert ist?®. Auch das pro-entziindliche IL-6 ist ein erfolgreiches
Zielmolekdil fir inhibitorische Antikorper, sodass auch hier ein molekularer Mechanismus mit zentraler
Rolle bestatigt ist®2. Die Tatsache, dass nicht alle Patienten auf ein Medikament ansprechen, zeigt aber
auch, dass noch Bedarf an der Klarung weiterer Mechanismen und der Entdeckung von Biomarkern
und Ansatzpunkten zur Krankheitsmodifikation besteht.

Es gibt sowohl Studien, die dafiir sprechen, dass die RA Progression vor allem in der friihen Phase
stattfindet, als auch Studien, die eher fir eine langfristige konstante Progression sprechen. Allen
Studien ist aber gemein, dass die RA progressiv verlauft und Gelenkschaden meist nicht regenerieren
kénnen, der Patient somit kontinuierlich Gelenkschidden akkumuliert?.

Collagen-induced arthritis (CIA)

Das CIA-Modell ist eines der am haufigsten verwendeten Tiermodelle der entziindlichen Arthritis.
Hierbei werden Mause oder Ratten mit einer Emulsion aus Freund-Adjuvans, hitzeinaktiviertem
Mycobakterium tuberculosis und Kollagen Typ Il immunisiert®®, Nicht alle Mausstimme sind
gleichermaRen fiir dieses Modell geeignet, sodass DBA/1 M&use am haufigsten verwendet werden:,
Auch wenn die Immunreaktion im CIA Modell sowohl {iber T- als auch {iber B-Zellen ablduft®, ist doch
die Produktion von Antikérpern gegen Kollagen Typ |l die treibende Kraft** und es wird eher eine akute
denn eine der humanen RA vergleichbar chronische Entziindung dargestellt. Dabei entwickelt sich in
diesem Modell auch eine Infiltration des Synoviums mit Makrophagen, Leukozyten, T- und B-Zellen,
was zur hyperplastischen Synovialmembran fiihrt, welche Knorpel und Knochen erodiert®. Im
Gegensatz zur RA ist die Entziindungsreaktion im CIA Modell allerdings auf ca. 60 Tage limitiert®.

15



Fettgewebe

Adipositas ist eine Krankheit, die durch teils extremes Wachstum des Fettgewebes gekennzeichnet ist.
Sie ist in Industrie- und Entwicklungsldndern, bei Erwachsenen als auch Kindern, weit verbreitet®,
Ursachlich ist eine Kombination aus evolutiondrem Druck, welcher effizienten Stoffwechsel fordert,
und genetischen Pradispositionen®” sowie einem heutzutage giinstigen und reichlich verfiigbaren
hochkalorischen Nahrungsangebot®. Das erhéhte Kérpergewicht bei Adipositas resultiert sowohl aus
einer vermehrten Einlagerung von Lipiden in Adipozyten, als auch aus einer erhohten Anzahl von
Adipozyten, weshalb im Folgenden auf dieses Fettgewebe eingegangen wird™.

WeiRes Fettgewebe setzt sich hauptsachlich aus Adipozyten, Makrophagen, T-Zellen und anderen
Immunzellen sowie pra-Adipozyten, Perizyten, Fibroblasten, Endothelzellen und Mastzellen
zusammen. Es kann weiter in subkutanes und viszerales Fettgewebe unterteilt werden, wobei das
subkutane Fettgewebe zwar den gréReren Anteil ausmacht, das viszerale aber metabolisch aktiver
ist®. Bis zur Entdeckung von Leptin wurde das Fettgewebe hauptsiachlich als Energiereserve gesehen,
doch inzwischen ist bekannt, dass es eine Vielzahl an bioaktiven Substanzen freisetzt, welche nicht nur
den Metabolismus regulieren, sondern auch andere Korperfunktionen beeinflussen, z. B. das
Immunsystem® 4!, Diese Einflisse auf das Immunsystem manifestieren sich dahingehend, dass
Menschen mit Adipositas erhéhte Blutwerte haben in Bezug auf Entziindungsparameter wie TNFa,
CRP, IL-6 und andere, sodass eine chronische leichte Entzlindung (chronic low-grade inflammation)
induziert wird*?. Dieses entziindliche Milieu bewirkt unter anderem, dass vermehrt Makrophagen ins
Fettgewebe einwandern und dort selbst zur wichtigsten Quelle von pro-entziindlichen Faktoren
desselben werden, es entsteht also eine sich selbst antreibende Entziindung®. Histologisch l3sst sich
dies anschaulich darstellen, da die Makrophagen ringféormig um einzelne abgestorbene Adipozyten
angelagert sind und sogenannte ,crown-like structures” (CLS) bilden®. Die Hiufigkeit von CLS (spater
dargestellt als das Verhaltnis von CLS zu normalen Adipozyten) lasst wiederum Riickschlisse auf die
Entziindungssituation im Fettgewebe zu*,

Die Adipozyten als zentraler Zelltyp des Fettgewebes bestehen hauptsachlich aus einer grofen
Fettvakuole, welche Zytoplasma und Zellkern an den Rand der Zelle verdrdangt. Wahrend der
Differenzierung aus mesenchymalen Vorlduferzellen beinhalten die Zellen noch mehrere kleine
Fetttropfchen, diese schliefen sich im ausgereiften Adipozyt aber zu einem grofRen Tropfen
zusammen. Zusammengelagert bilden die Zellen oft polygonale Formen aus (Abbildung 35)*. Das
Fettgewebe ist so gut mit Blutkapillaren durchzogen, dass jeder Adipozyt mit mindestens einer in
Verbindung steht®.
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Insulinresistenz

Insulin wird von den B-Zellen in der Bauchspeicheldriise gebildet und sezerniert, wenn der
Glukosegehalt des Blutes ansteigt. Es fordert in der Leber und in Skelettmuskeln die Aufnahme von
Glukose und die Glykogensynthese, in Adipozyten wird die Fettsynthese stimuliert?®.

Wenn Insulin an den Insulinrezeptor der Zielzelle bindet, flihrt dies zur Aktivierung einer komplexen
Signalkaskade. Dies beinhaltet intrazellular die Phosphorylierung des IRS Proteins (insulin receptor
substrate), wodurch einerseits der PI3K-AKT (PI3K: Phosphoinositid-3-Kinasen; Akt: Proteinkinasen B)
Signalweg aktiviert, die Aufnahme von Glukose geférdert und die Glukoneogenese unterbunden wird,
und andererseits der MAPK Signalweg aktiviert wird und die Expression von Genen reguliert, welche
wiederum Zellproliferation und -wachstum beeinflussen. Diese Signalwege lberscheiden und kreuzen
sich zum Teil mit Signalwegen der Entziindungsreaktion des Immunsystems, sodass sich hier
gegenseitige Einfliisse auf molekularer Ebene ergeben*. Hohe Konzentrationen an Blutfetten kénnen
zu Insulinresistenz fiilhren und verindern somit diese Signalkaskaden®’. Deshalb ist es auch nicht
erstaunlich, dass die Pravalenz an Typ-Il Diabetes zu erkranken, stark mit dem Mal} der Fettleibigkeit
einer Person korreliert®®. Im Tiermodell mit C57BI/6 M3usen konnte dieses vom Menschen bekannte
Phianomen nachgestellt werden, indem eine sehr fetthaltige Erndhrung (high-fat diet, HFD) zu

t49, 50

Adipositas und Diabetes Typ Il fihr

Adipokine und Adipozytokine

Der Begriff Adipozytokine definiert sich dariiber, dass er alle bioaktiven Substanzen umfasst, die vom
Fettgewebe freigesetzt werden, also sowohl Adipokine als auch weitere stoffwechselaktive
Substanzen wie TNF-a, die auch von anderen Gewebe- bzw. Zelltypen synthetisiert und sezerniert
werden kdnnen. Adipokine dagegen sind diejenigen bioaktiven Substanzen, welche vorwiegend von
Adipozyten synthetisiert werden, hierzu gehéren unter anderen Adiponektin, Leptin, Resistin oder
Visfatin®l. Diese Definitionen werden etwas verkompliziert durch die Tatsache, dass Adipokine nicht
ausschlieBlich von Adipozyten sezerniert werden, sondern von verschiedenen Zelltypen synthetisiert
und sezerniert werden kdnnen>2, Seit der Entdeckung des Leptins ist eine Vielzahl weiterer Adipokine
gefunden und mehr oder weniger gut untersucht worden. Einige dieser Adipokine spielen eine Rolle
bei Gelenkerkrankungen, Knochenmetabolismus oder den jeweiligen hierzu gehdrigen zentralen
Zelltypen, weshalb sie auch einen moglichen Ansatzpunkt fir zukiinftige Therapiekonzepte darstellen
kénnen®. Oft kann bei humanen rheumatologischen Studien, sofern es sich nicht um serologische
Studien handelt, nur auf Proben von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen, nicht aber von
gesunden Kontrollen zugegriffen werden. Dies gilt z. B. fir Gewebe aus Gelenkersatzoperationen.
Deshalb sollte im Rahmen dieses Projekts im Tiermodell zum einen der Vergleich zwischen Adipokinen
bei der RA und OA und zum anderen der Vergleich zur gesunden Kontrolle evaluiert werden. Ziel war
hierbei, genauer zu entschliisseln, welche Veranderungen durch Entzindung und Gewebeschadigung
im Allgemeinen und welche durch eine autoimmun getriebene chronische Entziindung bewirkt
werden.
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Adiponektin

Wegen seiner vergleichsweise hohen Serumspiegel von 0,5 — 30 pg / ml (das entspricht 0,01 % aller
Plasmaproteine)®, ist Adiponektin eines der am intensivsten untersuchten Adipokine. Es wurde von
drei Arbeitsgruppen unabhangig entdeckt und erhielt dadurch zunachst drei verschiedene Namen:
AdipoQ>>, apM1°® und GBP28>. Es liegt in verschiedenen Isoformen vor und wirkt Gber zwei
verschiedene Rezeptoren. Die Isoformen haben dabei unterschiedliche, teils gegensatzliche Effekte auf
die Zielzellen® und kdénnen auRerdem in unterschiedlichen Geweben unterschiedlich wirken®®,
Adiponektin-Serumkonzentrationen sind in Maus und Mensch umgekehrt proportional zum
BMI/Kérpergewicht® >, In verschiedenen Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass Adiponektin
einer Insulinresistenz entgegenwirkt, auch wenn diese nicht komplett umgekehrt werden konnte. Dies
beruht vermutlich auf einer gesteigerten B-Oxidation von Fettsduren und einem verstarkten
Energieverbrauch der Muskeln und scheint unabhingig von der Leptin-Signalkaskade zu sein®. Diese
Ergebnisse im Mausmodell wurden durch klinische Studien unterstiitzt, welche zeigen, dass
Punktmutationen (sog. SNPs, single nucleotide polymorphisms) im Adiponektin Gen zu einem
erhdhten Typ-2-Diabetesrisiko fiihren®. Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass Menschen mit einem
héheren Adiponektinspiegel mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit an Typ 2 Diabetes erkranken®2,
Im Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen zeigte Adiponektin meist eine anti-
entziindliche Wirkung®. Im Gegensatz dazu wurden im Kontext rheumatologischer Krankheitsbilder
eher pro-entziindliche Einfliisse nachgewiesen, wie z. B. die folgenden Studienergebnisse zeigen:

e RASF sezernieren nach Stimulation mit Adiponektin IL-6 und pro-MMP1%4,

e Auf mRNA-Ebene werden nach Stimulation von RASF mit Adiponektin unter anderem die
Chemokine IP-10, CXCL11 und die Enzyme MMP3 und MMP10 hochreguliert. Im Rahmen der
Untersuchungen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass bestimmte Faktoren in RASF und OASF
unterschiedlich stark durch Adiponektin reguliert werden®®.

e In bovinen Chondrozyten wurde gezeigt, dass Stimulation mit Adiponektin zu erhéhter
Expression von IL-6-, RANTES- und MMP3-mRNA fiihrt®>.

e In humanen Chondrozyten fiihrte die Stimulierung mit Adiponektin zu einer erhohten
Sekretion von IL-6, GROaq, IL-8, MCP-1, proMMP-1, und MMP-3 auf Proteinebene®.

e Osteoblasten reagieren auf Adiponektin in vitro mit erhohter Expression und Sekretion von
RANKL bei reduzierter Expression und Sekretion von OPG®®,

Leptin

1994 wurde Leptin als das erste Adipokin von Zhang et al. entdeckt. Es wird durch das ob Gen kodiert®’.
Leptin wird hauptsachlich von Fettgewebe, bzw. subkutanem Fettgewebe, synthetisiert und
sezerniert®. Dies geschieht vor allem etwa 2 — 3 Std. nach den Mahlzeiten. Die Serumleptinspiegel
korrelieren mit der Kdérperfettmasse und sind bei Frauen hdher als bei Mannern®. Die priméare
biologische Funktion von Leptin ist die Regulation und Kontrolle der Nahrungsaufnahme und des
Energieverbrauchs durch Bindung von Leptin an seinen Rezeptor, welcher im Hypothalamus stark
exprimiert wird®®. Es beeinflusst aber auch andere Prozesse wie z. B. das Immunsystem, die
Reproduktion, den Knochenmetabolismus und die Angiogenese’. Eine Adipositas geht meist mit einer
Hyperleptinamie bzw. Leptinresistenz einher, was zur Beeintrdachtigung bzw. Fehlfunktion der
Adipozyten und zur Aktivierung von Immunzellen fiihrt’:, Nicht nur die Aktivierung von Immunzellen
beinhaltet eine Verbindung zwischen diesem Adipokin und Entziindungsvorgangen. Es wurde auch
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gezeigt, dass CRP (C-reaktives Protein), ein Serumprotein und Entziindungsmarker, an Leptin bindet
und dessen Fahigkeit, STAT3 und PI3K zu aktivieren, inhibiert’2.

Der Leptinrezeptor existiert in verschiedenen Formen, unter anderem einer I6slichen Form, einer
membrangebundenen Form, welche allerdings keine zytoplasmatische Domane hat, und einer
langeren Form mit zytoplasmatischer Domadne. Letztere ist scheinbar die haufigste und auch die
einzige, fiir welche eine Signalweiterleitung an die Zielzelle nachgewiesen werden konnte’® 74, Wenn
Leptin an seinen Rezeptor bindet, kann JAK2 an die intrazellulare Domane des Rezeptors binden und
sich selbst und STAT3 phosphorylieren’ 76, Der JAK-STAT-Sighalweg ist sehr gut untersucht und aktuell
sehr prasent in der rheumatologischen Forschung, da einige neuere Medikamente wie z. B. Tofacitinib
und Baricitinib in diesen Signalweg eingreifen und ihn inhibieren. Dabei stellte sich heraus, dass diese
Medikamente in klinischen Studien auch metabolische Parameter beeinflussen’’. Ob und inwiefern
dies mit dem Signalweg von Leptin zusammenhangt, ist bisher nicht genauer bekannt. Es wurde bereits
in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass Leptin nicht nur im Gelenk vorhanden ist*, sondern auch
Auswirkungen auf Zelltypen hat, die im rheumatologischen Kontext eine Rolle spielen:

e Invitro exprimieren und sezernieren humane Osteoblasten Leptin. In dieser Studie wurde auch
gezeigt, dass durch Leptin die Matrixmineralisierung durch die Osteoblasten verstarkt wird’.

e Humane Chondrozyten in nativem Knorpel exprimieren die lange Form des Leptinrezeptors.
Bei Stimulation mit Leptin proliferieren die Chondrozyten in vitro schneller und reagieren mit
gesteigerter Matrixproduktion”.

e Obdie Wirkung von Leptin auf Chondrozyten eher anabol oder katabol ist, wird in der Literatur
diskutiert. Eine Studie zeigt z. B. die anabole und dadurch protektive Wirkung in murinen
Chondrozyten®, wihrend eine andere Studie eher katabole Effekte durch erhéhte Expression
der Stickstoffmonoxid-Synthase und daraus resultierende erhohte Stickstoffmonoxid-
Produktion nachwies®.,

e Ebenfalls katabole Wirkung von Leptin auf Knorpel wurde in Ratten gezeigt, wobei
intraartikuldr injiziertes Leptin zur erhdhten Synthese von MMP-2, MMP-9, Kathepsin D und
Kollagen Typ-Il fiihrte, wahrend die Synthese von bFGF (basic fibroblast growth factor)
reduziert wurde®2,

e In NK-Zellen zeigen in vitro Studien unterschiedliche Ergebnisse, abhangig davon, ob tber
kurze oder lange Zeitrdume mit Leptin stimuliert wurde. Dies entspricht der These, dass Zellen
eine Leptinresistenz entwickeln®.

e Bei adipdsen Menschen wurde im Blut eine reduzierte Zahl an NK-Zellen nachgewiesen,
verglichen mit der schlanken Kontrollgruppe. Die NK-Zellen der adipdsen Menschen zeigten
hier auBerdem Veranderungen in ihrer Reaktion auf in vitro Stimulation mit Leptin®,

e Auch Monozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen, Dendritische Zellen, Neutrophile,
Eosinophile und Basophile exprimieren Leptinrezeptoren und kénnen auf Leptin reagieren®.

Insgesammt wird die Rolle von Leptin im Kontext der Rheumatologie kontrovers diskutiert®.
Insbesondere, ob Leptin abhdngig vom Krankheitsstadium unterschiedlich reguliert ist oder wirkt und
ob systemisch und lokal im Gelenk ahnliche oder gegenlaufige Regulationen zu beobachten sind. Leptin
wird Desweiteren auch als Bindeglied zwischen Neuroendokrinologie und Immunsystem mit Einfluss
auf die ,,sickness behavior” diskutiert®.
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Visfatin

Visfatin ist auch unter den Namen ,nicotinamide phosphoribosyltransferase“ (NAmPRTase oder
Nampt)® oder ,pre-B cell colony-enhancing factor 1“ (PBEF1)¥” bekannt. Intrazelluldres Visfatin tragt
durch seine Enzymaktivitat zur Regulation der intrazelluldaren Menge des wichtigen Koenzyms NAD
(Nicotinamidadenindinukleotid) bei®. Es wurde gezeigt, dass Visfatin insulinmimetische Wirkungen
hat und mit der Menge an viszeralem Fett korreliert, daher auch der Name Visfatin (viszeral fat). Die
namensgebende Publikation wurde zwar inzwischen zuriickgezogen, der Name bleibt jedoch
bestehen®. Es wird heute davon ausgegangen, dass Visfatin weder mit der Menge des viszeralen Fettes
korreliert, noch insulinmimetisch wirkt, vielmehr ist seine intrazelluldare enzymatische Aktivitat fir die
NAD Biosynthese und damit fiir die Insulin produzierenden B-Zellen wichtig®. Hochkalorische
Erndhrung und Alterungsprozesse reduzieren allerdings (in Mausen) die Enzymaktivitat von Visfatin
und kénnten somit zur Pathogenese von Typ-Il-Diabetes beitragen®..

Ebenso wie fir die vorher besprochenen Adipokine, wurde fiir Visfatin gezeigt, dass es im Kontext von
Gelenkerkrankungen verschiedene Einfliisse besitzt:

e Visfatin ist in der Synovialflissigkeit von OA und RA Patienten vorhanden und wird nicht nur
von Adipozyten, sondern auch von Zellen der Synovialmembran, Lymphozyten und
Endothelzellen exprimiert®2.

e In RASF wird die Expression von Visfatin STAT3 abhangig durch IL-6 reguliert. Diese Ergebnisse
konnten im Tierversuch bestatigt werden®,

e Visfatin induziert in humanen OASF die Expression und Sekretion von IL-6 und TNF-a iber den
MAPK Signalweg®.

e In Osteophyten konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten, Osteoblasten und Osteoklasten
Visfatin synthetisieren kdnnen. Die Studie zeigt auRerdem in vitro eine erhéhte Produktion
pro-entziindlicher Faktoren von Chondrozyten als Reaktion auf einen Visfatinstimulus®.

o Visfatin verstarkt die Bildung von pre-B-Zell-Kolonien, diese Eigenschaft war ausschlaggebend
fur den Namen PBEF?’.

e Visfatin inhibiert die Apoptose von Neutrophilen in vitro im entziindlichen Kontext®®.
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Fragestellung

Im murinen Tiermodell sollte primar untersucht werden, wie der Verlauf einer RA bzw. OA unter
Hochfett-Diat(HFD) bzw. normaler Didt (ND) verlauft. Hierbei sollte insbesondere untersucht werden,
inwiefern die Adipozytokine Adiponektin, Leptin und Visfatin sowohl systemisch als auch lokal im
Gelenk exprimiert werden. Es sollte daneben ausgearbeitet werden, ob das Vorhandensein von
Adipozytokinen vom Stadium der OA oder RA abhdngt und wenn ja, ob dies bei allen drei
Adipozytokinen gleichermaBen ausgepragt. In vivo sollte untersucht werden, in welchem
Kompartiment in welchem Krankheitsstadium welche Adipokine exprimiert werden und welche Zellen
kolokalisiert sind. Durch Korrelationsanalysen sollte nachfolgend bestimmt werden, welche
Versuchsparameter miteinander assoziiert sind, d.h. inwiefern der Metabolismus den Verlauf der OA
bzw. RA beeinflusst.

Da klinische Studien zum Teil sehr widerspriichliche Wirkungen der Adipozytokine, insbesondere des
Adiponektins beschrieben®" % sollten im Rahmen der Experimente auch mdogliche Griinde hierfur
evaluiert werden.
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Material

Reagenzien

e Albumin Fraktion V (BSA), biotinfrei, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Collagen from chicken sternal cartilage, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Cat#C9301-
25G

e Entellan (Microscopy Entellan®, Schnelleindeckmittel fir die Mikroskopie), Merck
(Darmstadt, Deutschland)

e Essigsdure, Rotipuran® 100 %, p.a., Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Ethanol vergillt, 2 99,8 %, mit ca. 1 % MEK, Carl Roth(Karlsruhe, Deutschland)

e Fast-Green FCF, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

e Fetal Bovine Serum (FCS), Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

e Freund's Adjuvant, Incomplete, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Cat#F5506 6 x 10 ml

e Formaldehyd 37 %, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Hiihnerserum, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Kat. Nr.: C5405

e Kaisers Glyceringelatine, Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Narkosemedikation fiir C57Bl/6 M3use Ketamin:Xylazin:Nacl im Verhaltnis 1:1:2

e Milchpulver Blotting grade, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e M. tuberculosis H37RA, BD (Franklin Lakes, USA)

e Proteinase K-Losung (Rnase frei), Peqlab (Erlangen, Deutschland)

e Safranin-O fur die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Trichrome stain-Kit, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

e Triton® X 100, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Veet Enthaarungscreme, Reckitt Benckiser (Slough, Vereinigtes Konigreich)

o  Wasserstoffperoxid 30 % (H,0,), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

o Xylol (Isomere) >98 %, rein, fiir die Histologie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Antikorper

e Mouse Adiponectin/Acrp30 Antibody, Antigen Affinity-purified Polyclonal Goat IgG, Katalog
Nummer: AF1119, Lot: GQD0513081, R&D Systems (Minneapolis, USA)

e RAT ANTI MOUSE F4/80 (Cl:A3-1), purified Monoclonal Antibody, Kat. Nr.: MCA497R,
Lot: H1412, abdserotec

e normal goat IgG, Kat. Nr.: sc-2028, Lot: H2813, Santa Cruz Biotechnology, INC. (Dallas, Texas,
USA)

e N-Histofine® Simple Stain MAX PO (G) anti-goat, Medac (Wedel, Deutschland), Kat.
Nr.: 414162F, Lot: H1603

e N-Histofine® Simple Stain MAX PO (G) anti-rabbit, Medac (Wedel, Deutschland), Kat.
Nr.: 414341F, Lot: H1508

e N-Histofine® Simple Stain MAX PO (G) anti-rat, Medac (Wedel, Deutschland), Kat.
Nr.: 414311F, Lot: H1511-1

e Anti-Leptin antibody, abcam (Cambridge, Vereinigtes Konigreich), Kat. Nr.: ab3583, Lot:
GR186176-15
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Kits

RAT IgG2b NEGATIVE CONTROL, abdserotec, Kat. Nr.: MCA1125, Lot: GR261813-1

Negative Control, Rabbit Immunoglobulin Fraction, Dako (Santa Clara, USA), Kat. Nr.: X0936,
Lot: 00010830

Purified Rat IgG2a k Isotype Control, BD Pharmingen (San Diego, USA), Kat. Nr.: 559073,
Lot: 34872

Monoclonal Antibody to CD68, Acris (Herford, Deutschland), Kat. Nr.: SM1550PS, Lot: 1602
Collagen, Type X (COL10) Antikérper, Abbiotec (San Diego, USA), Kat. Nr.: ABIN1584273,
Lot: 17081118

CD45 Antibody (30-F11), Novusbio (Centennial, USA), Kat. Nr.: NB100-77417, Lot: B-4
vimentin antibody, R&D Systems (Minneapolis, USA), Kat. Nr.: MAB2105, Lot: UUQ0212051

AEC Peroxidase Substrate Kit; Kat. Nr. SK-4200, Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Visfatin (NAMPT) Mouse/Rat ELISA, BioVendor (Heidelberg, Deutschland), Kat. Nr. RAGOO9R,
Lot 1. ELISA Kits: X15-113, Lot 2. ELISA Kits: X16-150

Quantikine ELISA Mouse IL-6, R&D (Minneapolis, USA), Kat. Nr.: M6000B, Lot: 337305
Quantikine ELISA Mouse Adiponectin/Acrp30, R&D (Minneapolis, USA), Kat. Nr.: MRP300
Quantikine ELISA Mouse/Rat Leptin; R&D (Minneapolis, USA); Kat. Nr.: MOBOO

Quantikine ELISA Mouse C-Reactive Protein/CRP, R&D (Minneapolis, USA), Kat. Nr. MCPPOO,
Lot: P165855

Puffer und Losungen

Citrat puffer (10mM Citrat, 0,05 % Tween20, pH 6)
PBS 10x (8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na2HPO4*2H20; 0,24 g KH2P0O4; mit NaOH und HCI pH
7,4; mit dH20 auf 100 ml auffllen)
PBST (111 x PBS; 1 ml Tween-20)
Proteinase K: 2,5 pl Proteinase K Stock 20 mg / ml + 250 pl 1M Tris (pH 8) + 50 pl 0,5M
NaEDTA (pH 8)
Hamalaun:
1 g Hamatoxylin (fur die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland))
11H,0
0,2 g Natriumjodat NaJOs (Sodium iodate, Minimum 99 %, Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))
50 g Kalilaun (Kaliumaluminiumsulfat)
(Aluminium potassium sulfate dodecahydrate, Minimum 98,0 %, Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))
vollstandig l6sen
50 g Chloralhydrat, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
1 g Citric acid monohydrate , Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Eosin:
10 g Eosin G (fur die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland))
11H,0
vor Gebrauch einige Tropfen 96%ige Essigsaure in die Kiivette geben
NaEDTA-L6sung (20 %):
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100 g EDTA-Dinatriumsalz
400 ml Millipore
mit NaOH-Platzchen pH 7,4 (riihren + erhitzen)
mit Millipore Wasser auf 500 ml auffillen
e Weigert’'sche Losung
Losung A:
1 g Hamatoxylin (fur die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland))
100 ml 95 % Ethanol
Losung B:
4 ml 29 % Eisen-lll-chlorid-Hexahydrate (Roth) in H20
95 ml dH20
1 ml konz. Salzsdure (232 %, p.a. ISO, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland))
1:1 Mischung, stabil fiir ca.4 Wochen

GefiaRe und Materialien

e BD Microtainer SST tubes

e Deckglaser 20 x 20 mm, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Deckglaser 25 x 50 mm, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Einbettkassetten, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Eppendorf Safe lock tubes 1,5 ml, Neolab (Heidelberg, Deutschland)
e Eppendorf Safe lock tubes 2 ml, Neolab (Heidelberg, Deutschland)
e Farbegestell, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Farbekasten mit Deckel, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Objekttrager Superfrost plus 25 x 75 mm, Langenbrinck

e Pap Pen Immunostaining Pen, G. Kisker (Steinfurt, Deutschland)

e PP-Réhrchen steril 50 ml, Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)

e PP-Réhrchen steril 15 ml, Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)

e Roti®-Plast (Paraffin Pastillen), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
e Stripette 5 ml, Corning (Corning, USA)

e Stripette 10 ml, Corning (Corning, USA)

e Stripette 25 ml, Corning (Corning, USA)

Gerate

e Sunrise-basic Tecan (Tecan Austria GmbH)

e Cryostat: CM5050S (Leica, Wetzlar, Deutschland)

e Rotationsmikrotom: Microm HM340E (ThermoScientific, Waltham, USA) mit Section Transfer
System (ThermoScientific, Waltham, USA)

Software

e Magellan V. 7.2 (©1998-2016 Tecan Austria GmbH)
e Graph Pad Prism
e Microsoft Office
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Methoden

Mause

Verwendet wurden méannliche C57BIl/6 Mause. Diese wurden im Alter von 10 Wochen aus dem Franz-
Penzoldt-Zentrum bezogen und im Tierstall von Frau Prof. Dr. rer. nat. Aline Bozec (Universitat
Erlangen) fiir den weiteren Versuchsverlauf gehalten. Tierversuche wurden vom ortlichen
Ethikausschuss genehmigt unter der Protokollnummer 54-2532.1-44/12. Erméglicht wurde dies durch
das Bundesministerium fir Bildung und Forschung im Rahmen des METARTHROSE (Projekt 01EC140B)
als eine Kooperation mit der Universitat Erlangen und dort im Speziellen Herrn Prof. Dr. med. Georg
Schett und Frau Prof. Dr. rer. nat. Aline Bozec.

Futter:

e HFD (high-fat diet): D12331 von ResearchDiets, USA
e ND (normal diet): D12329 von ResearchDiets, USA

Induktion einer Adipositas durch HFD

Mit den im Folgenden beschriebenen Tiermodellen sollte experimentell simuliert werden, wie adipdse
Menschen im Vergleich zu Personen mit gesundem Korpergewicht eine OA oder RA entwickeln. Hierfir
wurde eine HFD mit 58 % Fettgehalt verwendet, hauptsachlich bestehend aus gesattigten Fettsduren.
Zundchst wurden die Tiere ab einem Alter von 10 Wochen fiir einen Zeitraum von drei Monaten mit
HFD oder passender ND gefiittert. Dieser Zeitraum ist bei diesem speziellen Futter ausreichend, um
bei C57BI/6 Mausen eine Gewichtszunahme und metabolische Verdnderungen zu etablieren, und
wurde gewadhlt, um die metabolischen Veranderungen abzuschlieen, bevor OA bzw. RA induziert
wurden. Die Tiere entwickelten nach der Induktion der jeweils ,,zweiten” Erkrankung (RA oder OA)
weiterhin die HFD bzw. ND.

Induktion einer Arthrose durch Destabilisierung der medialen Menisci

Nach etablierter Adipositas durch die HFD wurde die Arthrose operativ durch Destabilisierung des
Meniskus induziert, wie bereits von Glasson et al. beschrieben?’. Hierbei wurden die Mause zunéchst
mit 100 pl der Narkosemischung (ketamin:xylazin:Nacl) intraperitoneal narkotisiert. Den Tieren wurde
dann mit einem Langhaarschneider das Fell der Hinterbeine vorsichtig soweit moglich entfernt und
anschlieBend rund um den OP-Bereich mit Veet-Enthaarungscreme und handelsiiblichen
Wattestdabchen das verbliebene Fell vorsichtig entfernt.

25



DMM Modell in C57BI/6

6 Wochen
3 Monate 1 1 {}
ND / HFD DMM 4 Wochen 8 Wochen

Abbildung 3: Zeitverlauf der Kombination von HFD mit dem DMM-Modell in C57BI/6 M&usen. Die Zeitpunkte wurden so
gewahlt, dass bei der Versuchsplanung davon ausgegangen werden konnte, dass zum Zeitpunkt der DMM-Operation
bereits ein deutliches Ubergewicht durch die Diit induziert war und die Zeitpunkte der Nekropsie moglichst ein friihes, ein
mittleres und ein schweres bzw. spates Stadium der Arthrose darstellen.

Hieraus ergaben sich folgende Tiergruppen:

Tabelle 1: Ubersicht der Behandlungsgruppen im DMM-Experiment an C57Bl/6 Mausen.

Gruppe Zeitraum Futter DMM Anzahl der
zwischen OP und Tiere bei
Nekropsie Nekropsie

1 4 HFD Gesunde Kontrolle 3

2 4 ND Gesunde Kontrolle 3

3 4 HFD rechtes Bein DMM, linkes Bein sham 10

4 4 ND rechtes Bein DMM, linkes Bein sham 10

5 6 HFD Gesunde Kontrolle 3

6 6 ND Gesunde Kontrolle 3

7 6 HFD rechtes Bein DMM, linkes Bein sham 7

8 6 ND rechtes Bein DMM, linkes Bein sham 10

9 8 HFD Gesunde Kontrolle 4

10 8 ND Gesunde Kontrolle 4

11 8 HFD rechtes Bein DMM, linkes Bein sham 10

12 8 ND rechtes Bein DMM, linkes Bein sham 10

Die Gruppenaufteilung ermdoglichte, dass beim Vergleich der Gewebe sowohl zwischen sham-OP und
DMM-OP im selben Tier verglichen werden konnte und somit der OP-Effekt, sofern vorhanden,
sichtbar wurde. AuRerdem konnte lokal im Gewebe auch mit unbehandelten Tieren mit der
entsprechenden Diat verglichen werden. Systemisch, also im Serum, konnte zwischen operierten und
nicht operierten Tieren mit den jeweiligen Didten verglichen werden. Da bei jeder operierten Maus
sowohl ein Bein mit DMM- und eines mit sham-OP zur Analyse zur Verfligung stand, konnte nicht
zwischen DMM- und sham-Gruppen unterschieden werden.

Vier, sechs und acht Wochen (Abbildung 3) nach OP wurden die Tiere getotet und folgende Gewebe
entnommen:
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Tabelle 2: Ubersicht aller entnommener Gewebe von C57BI/6 Miusen

Formalinfixiert und in Paraffin In Tissue Tek

Knie mit Ober- und Unterschenkel Lymphknoten

Epididymales Fettgewebe Leber

Leber Milz

Milz Von ca. 1/3 der Tiere auRBerdem:
- Lunge
- Herz
- Niere

Von 12 Tieren das Gehirn

Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in C57BIl/6 Maiusen
Fur die CIA wurden méannliche C57BI/6 Mause im Alter von ca. 10 Wochen zunéachst fir 3 Monate mit
HFD oder ND gefiittert, bevor die erste Immunisierung durchgefiihrt wurde (Abbildung 4).

CIA Modell in C57BI/6

2. Immunisierung | | 5,5 Wochen

3 Monate i 1 i i

§ f 4 g

ND/ HFD 1. Immunisierung 4 Wochen 7 Wochen

Abbildung 4: Zeitverlauf der Kombination von HFD mit dem CIA-Modell in C57BI/6 Mausen. Die Zeitpunkte wurden so
gewadhlt, dass bei der Versuchsplanung davon ausgegangen werden konnte, dass zum Zeitpunkt der ersten Immunisierung
bereits ein deutliches Ubergewicht durch die Diit induziert war und die Zeitpunkte der Nekropsie méglichst ein friihes-,
ein mittleres- und ein schweres- bzw. spates Stadium der Arthritis darstellen.

Die Immunisierungen wurden wie folgt durchgefiihrt®’:
1) Herstellung der Kollagen-Verdiinnung:

5 mg Hihnerkollagen Typ Il (Produktnr.: C 9301, Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)) wurden in
1,25 ml 10 mM Essigsaure Uiber Nacht bei 4 °C rollend resuspendiert. So erhielt man eine Losung 4 mg
Kollagen pro ml Essigsdure. Diese Losung konnte bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

2) Herstellung des kompletten Freundschen Adjuvans (CFA):

10 ml Freund’s Adjuvant wurden mit 50 mg hitzeinaktivierten M. tuberculosis versetzt
(Endkonzentration 5 mg / ml). Diese Losung konnte bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

3) Erste Immunisierung (Tag 0):
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500 ul der Kollagen-Verdlinnung (aus Schritt 1) werden mit 500 ul CFA (aus Schritt 2) in ein 1,5 ml
Gefall gegeben und durch Ultraschall 3 mal 20 Sek gemischt. Zwischen den Mischschritten wurde

jeweils auf Eis gekihlt.

Von dieser Emulsion werden je Maus 100 pl subkutan in die Schwanzwurzel injiziert.

4) Zweite Immunisierung (Tag 21):

Wie erste Immunisierung.

Die Progression der CIA wurde ab Tag 28 wie folgt von Yubin Luo gemessen”’:
0 — keine Rotungen oder Schwellungen

1 — R6tung und leichte Schwellung, beschrankt auf FuBwurzel oder Kndchel

2 — Rotung und leichte Schwellung von Knéchel bis FuBwurzel

3 — Rotung und maRige Schwellung von Kndchel bis MittelfufBknochen

4 — Rotung und starke Schwellung, die den Knéchel und den FuB bis zu den Zehen umfasst und/oder

Versteifung der Gelenke.

Tabelle 3: Ubersicht der Behandlungsgruppen im CIA-Experiment an C57BI/6 Mausen

Gruppe Zeitraum zwischen 1. Futter CIA Anzahl der Tiere
Immunisierung und bei Nekropsie
Nekropsie

1 4 HFD Gesunde Kontrolle 3

2 4 ND Gesunde Kontrolle 3

3 4 HFD CIA induziert 10

4 4 ND CIA induziert 9

5 5.5 HFD Gesunde Kontrolle 3

6 5,5 ND Gesunde Kontrolle 3

7 5.5 HFD CIA induziert 10

8 5,5 ND CIA induziert 10

9 7 HFD Gesunde Kontrolle 4

10 7 ND Gesunde Kontrolle 4

11 7 HFD ClA induziert 10

12 7 ND ClA induziert 8

Vier, fiinfeinhalb und sieben Wochen (Abbildung 4) nach der ersten Immunisierung wurden die Tiere

getotet und die gleichen Gewebe wie in Tabelle 2 fiir das DMM-Modell aufgelistet entnommen.

Die Tiere, welche als Kontrollen verwendet wurden, erhielten ausschlieflich die Didten aber keine

Immunisierungen.
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Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in DBA/1JRj M&usen
(Durchfiihrung der Tierversuche durch die Firma Aurigon, Budapest, Ungarn)

Fur die CIA wurden mannliche DBA/1JRj Méause im Alter von 3 — 4 Wochen verwendet. Zunachst
wurden die Tiere tiber sechs Wochen mit HFD bzw. ND gefiittert, bevor die erste Immunisierung mit
bovinem Kollagen Typ Il und CFA durchgefiihrt wurde. Der Tag der ersten Immunisierung wurde als
Tag 0 definiert und eine zweite Immunisierung an Tag 21 durchgefiihrt (Abbildung 5).

CIA Modell in DBA/1JR]

2. Immunisierung || 5,5 Wochen

L 6 Wochen I 1 I | 1
ND/ HFD 1. Immunisierung 4 Wochen 7 Wochen

Abbildung 5: Zeitverlauf der Kombination von HFD mit dem CIA-Modell in DBA/1Rj Mausen. Die Dauer der Fiitterung wurde
im Vergleich zu den Modellen in C57BI/6 verkiirzt, mit dem Ziel, die Inzidenz der Gelenkverinderungen zu steigern.
Trotzdem sollte auch hier das Ubergewicht vor der ersten Immunisierung bestehen und die Nekropsien verschiedene
Arthritisstadien abdecken.

Vor der ersten Immunisierung wurden die Tiere in 12 Gruppen unterteilt wie in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ubersicht der Behandlungsgruppen im CIA-Experiment an DBA/1 Mausen

Gruppe Zeitraum zwischen 1. Futter CIA Anzahl der Tiere
Immunisierung und bei Nekropsie
Nekropsie

1 4 HFD Gesunde Kontrolle 4

2 4 ND Gesunde Kontrolle 4

3 4 HFD ClA induziert 7

4 4 ND ClA induziert 7

5 5,5 HFD Gesunde Kontrolle 4

6 5,5 ND Gesunde Kontrolle 4

7 5.5 HFD CIA induziert 9

8 5,5 ND CIA induziert 10

9 7 HFD Gesunde Kontrolle 4

10 7 ND Gesunde Kontrolle 4

11 7 HFD CIA induziert 15

12 7 ND CIA induziert 15

Bei der Nekropsie wurden durch die Firma Aurigon Plasmaproben entnommen und bei -80 °C bis zum
Versand auf Trockeneis an unser Forschungslabor gelagert. Analysen der Plasmaproben wurden durch
mich und Frau Schreiyack (Biologisch-technische Assistentin) durchgefiihrt.
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Des Weiteren wurden die Knie der Hinterbeine, Lymphknoten, Leber und Fettgewebe durch die Firma
Aurigon, wenn notig, entkalkt, dehydriert und in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke wurden an
unser Labor bei Raumtemperatur versandt. Auch hier erfolgten alle weiteren Analysen in unserem
Labor.

ELISA

Fir alle ELISAs wurden fertige Kits nach den jeweiligen Herstellerangaben verwendet. Die Proben
wurden im empfohlenen Puffer verdiinnt, sofern sie héher konzentriert waren als der hochste
Standard.

Histologische Farbungen
HE-Farbung

e 2 x 10 min Xylol

e je 10 min 100 %, 96 % EtOH

e je5min80 %, 70 %, 50 % EtOH
e 5minPBS

e 7 —10 min Hamalaun

e in H,O waschen

e 7—10min Eosin

e in H,O waschen

e je5min50%, 70 %, 96 %, 100 % EtOH
e 3 x5 min Xylol

e eindeckeln mit Entellan

Masson-Goldner-Farbung

e Entparaffinieren
2 x 10 min Xylol
je 10 min 100 %, 96 % EtOH
je 5min 80 %, 70 %, 50 % EtOH
2 min H,O
e 5 min Weigert’s Reagenz (Verhéltnis Losung A:B = 1:1)
e 5 min warmes, flieRendes H,O + 5 min warmes H,0O
e 1mindH,0
e 15 min Bieberich Scarlet-Acid-Fuchsin (Trichrome Stain Kit)
e 1 min H;0 + 2 min flieBendes H,0O
e 15 min Phosphomolybdic Acid / Phosphotungstic Acid-Losung / H20 (Verhaltnis 1:1:2)
(Trichrome stain-Kit)
e 20 min Anilin-Blau (Trichrome Stain Kit)
e 5min 1% Essigsaure
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1 min H,0 + 2 min flieBendes H,0
e je2x2min96 %, 100 % EtOH
2 x 2 min Xylol

eindeckeln mit Entellan

Safranin-O-Farbung

e Entparaffinieren:
2 x 10 min Xylol
je 10 min 100 %, 96 % EtOH
je 5min 80 %, 70 %, 50% EtOH
5 min H,0

e 5 min Weigert'sche Losung

e 3 x5minH;0

e 5min 0,001 % Fast-Green

e 1551 % Essigsaure

e 9 min0,5% Safranin-O

e je2x2min96 %, 100 % Ethanol

e 2 x2min Xylol

e eindeckeln mit Entellan

Toluidinblau-Farbung

e Entparaffinieren:
2 x 5 min Xylol
je 5 min 100 %, 96 %, 80 %, 70 %, 50 % EtOH
5 min H,O

e ca. 20 Sek. 0,5 % Toluidinblau in dH,0

e 3 xinHy0 je ca. 10 mal kurz eintauchen

e kurzin 96 % EtOh ca. 5 — 10 mal eintauchen

e 2 x10 Sek. in Xylol

e eindeckeln mit Entellan

Immunohistochemische Farbungen
Adiponektin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitdt Konzentration Verdiinnung Katalognr.
1. Antikérper Adiponektin 0,2 mg/ml 1:100 AF1119
(Maus)
Isotypkontrolle Ziege IgG 0,4 mg/ml 1:200 Sc-2028
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e Entparaffinieren:
2 x 5 min Xylol
je 5min 100 %, 96 %, 7 0% EtOH
2 x 3 min PBS
e Demaskieren der Epitope:
Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Puffer gefiillte Kivette im Wasserbad in der
Mikrowelle)
Schnitte in den Citrat-Puffer Gberfiihren und 60 min bei 60 °C
30 min abkihlen lassen bei RT
2 x 2 min dH,0
5 min PBS
e Blockieren endogener Peroxidasen:
8 min Methanol + 3 % H,0;
5 min dH,0
5 min PBS
e Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungen:
45 min 10 % BSA, 10 % FCS, 10 % Hiuhnerserum
e Erster Antikorper bzw. Isotypkontrolle iber Nacht in 1 % BSA bei 4 °C
e 2x5minPBS+0,3 % Triton-X100
e 1x5minPBS
e 30 min Histofine anti-goat
e 2x5minPBS+0,3% Triton-X100
e 1x5minPBS
e AEC (Kit)
e Eindeckeln mit Glyceringelatine (diese vorher im Wasserbad leicht erwdrmen)

CD45-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration Verdiinnung Katalognr.
1. Antikérper CD45 (Maus) 0,5 mg/ml 1:100 11-0451-82
Isotypkontrolle Ratte 1gG2b 1 mg/ml 1:50 MCA1125

e Entparaffinieren:
2 x 5 min Xylol
je 5min 100 %, 96 %, 70 % EtOH
2 x 3 min PBS
e Demaskieren der Epitope:
Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Puffer-gefillte Kivette im Wasserbad in der
Mikrowelle)
Schnitte in den Citrat-Puffer Gberfiihren und 60 min bei 60 °C
30 min abkihlen lassen bei RT
2 x 2 min dH,0
5 min PBS
e Blockieren endogener Peroxidasen:
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10 min Methanol + 3 % H,0,
2 x5 min PBS
e Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungen:
60 min 5 % BSA
e Erster Antikoérper bzw. Isotypkontrolle Gber Nach in 5 % BSA bei 4 °C
e 2x3minPBS
e 30 min Histofine anti-rat
e 2x3minPBS
e AEC (Kit)

Eindeckeln mit Glyceringelatine (diese vorher im Wasserbad leicht erwarmen)

CD68-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration Verdiinnung Katalognr.
2. Antikérper CD68 (Maus) 1 mg/ml 1:500 SM1550PS
Isotypkontrolle Ratte IgG2a 0,5 g/l 1:250 559073

e Entparaffinieren:
2 x 5 min Xylol
je 5min 100 %, 96 %, 70 % EtOH
2 x 3 min PBS
e Demaskieren der Epitope:
Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Puffer gefiillte Kivette im Wasserbad in der
Mikrowelle)
Schnitte in den Citrat-Puffer Gberfiihren und 60 min bei 60 °C
30 min abkihlen lassen bei RT
3 x5 min dH,0
5 min PBS
e Blockieren endogener Peroxidasen:
10 min Methanol + 3 % H,0,
2 x5 min PBS
e Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungen:
60 min 5 % Milchpulver
e Erster Antikorper bzw. Isotypkontrolle (iber Nacht in 5 % Milchpulver bei 4 °C
e 2x3minPBS
e 30 min Histofine anti-rat
e 2x3 minPBS
o AEC (Kit)
e Eindeckeln mit Glyceringelatine (diese vorher im Wasserbad leicht erwdrmen)
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F4/80-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration Verdiinnung Katalognr.
3. Antikorper F4/80 (Maus) 1 mg/ml 1:100 MCA497R
Isotypkontrolle Ratte IgG2b 1 mg/ml 1:100 MCA1125

Das verwendete Protokoll entspricht dem des Kollagen CD45-Antikorpers.

Kollagen X-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration Verdiinnung Katalognr.

4. Antikorper Kollagen X 1mg/ml 1:250 ABIN1584273
(Maus)

Isotypkontrolle Kaninchen IgG 15 g/l 1:3700 X0936

e Entparaffinieren:
2 x 5 min Xylol
je 5min 100 %, 96 %, 70 % EtOH
2 x 3 min PBS
e Demaskieren der Epitope:
Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Puffer gefiillte Kivette im Wasserbad in der
Mikrowelle)
Schnitte in den Citrat-Puffer Gberfiihren und 60 min bei 60 °C
30 min abkihlen lassen bei RT
2 x 2 min dH,0
5 min PBS
e Blockieren endogener Peroxidasen:
10 min Methanol + 3 % H,0,
2 x5 min PBS
e Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungen:
60 min 5 % BSA
e Erster Antikorper bzw. Isotypkontrolle tiber Nacht in 5 % BSA bei 4 °C
e 2x3minPBS
e 30 min Histofine anti-rabbit
e 2x3minPBS
e AEC (Kit)
e Eindeckeln mit Glyceringelatine (diese vorher im Wasserbad leicht erwdrmen)
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Leptin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration Verdiinnung Katalognr.
1. Antikérper Leptin (Maus) 2 mg/ml 1:285 ab3583
Isotypkontrolle Kaninchen IgG 0,4 mg/ml 1:30 ab27478

e Entparaffinieren:
2 x 5 min Xylol
je 5min 100 %, 96 %, 70 % EtOH
2 x 3 min PBS
e Demaskieren der Epitope:
5 min Proteinase K bei 37 °C
5 min PBS
e Blockieren endogener Peroxidasen:
10 min Methanol + 3 % H,0,
2 x5 min PBS
e Blockieren unspezifischer Antikorperbindungen:
60 min 5 % BSA
e Erster Antikorper bzw. Isotypkontrolle iber Nach in 5 % BSA bei 4 °C
e 2x3minPBS
e 30 min Histofine anti-rabbit
e 2x3minPBS
e AEC (Kit)
e Eindeckeln mit Glyceringelatine (diese vorher im Wasserbad leicht erwdrmen)

Visfatin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration Verdiinnung Katalognr.
5. Antikérper Visfatin (Maus) 0,2 mg/ml 1:100 sc67020
Isotypkontrolle Kaninchen IgG 15 g/ 1:7500 X0936

Das verwendete Protokoll entspricht dem des Kollagen X-Antikorpers.

Histologische Beurteilungen (Scoring)
Durch den Leber-Score wurde bemessen, wie gro der Anteil der Hepatozyten ist, welche Fettvakuolen
gebildet haben (Methode nach Gilat et al.%8).

Fur den Tibia-Score wurde wie durch Glasson et al.®® beschrieben die Gelenkschidigung in sechs
Schweregrade unterteilt (Tabelle 5). Dabei wurden histologische Safranin-O und H/E Farbungen als
Grundlage fur den Score verwendet.
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Tabelle 5: OA-Score modifiziert nach Glasson et al.

Schweregrad Definition

0 Keine Knorpelveranderung

0,5 Veranderung der Safranin-O Farbung ohne strukturelle Schaden

1 Leichte oberflachliche Knorpelveranderungen (z. B. einzelne Fasern oberflachlich)

2 Vertikale Spalten nur innerhalb der obersten Knorpelschicht

3 Vertikale Spalten und Erosionen bis in den kalzifizierten Knorpel, max. 25 % der
Gelenksoberflache betroffen.

4 Vertikale Spalten und Erosionen bis in den kalzifizierten Knorpel, 25 — 50 % der
Gelenksoberflache betroffen.

5 Vertikale Spalten und Erosionen bis in den kalzifizierten Knorpel, 50 — 75 % der
Gelenksoberflache betroffen.

6 Vertikale Spalten und Erosionen bis in den kalzifizierten Knorpel, max. 75 — 100 %

der Gelenksoberflache betroffen.

Der CIA-Score (siehe S. 28) beschreibt den klinischen Verlauf der arthritischen Veranderungen und

wurde in Anlehnung an den von Meng et al.®’ beschriebenen Score angewendet.

Statistische Auswertungen
Der Vergleich der CIA-Scores in DBA/1Rj Mausen zwischen HFD und ND Gruppen wurde mittels
ungepaartem, parametrischem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt (Abbildung 12).

Der Vergleich des Kérpergewichts zwischen HFD und ND DBA/1Rj M&dusen wurde mittels ungepaartem,

parametrischem t-Test mit Welch’s Korrektur durchgefiihrt (Abbildung 13).

ELISA-Daten wurden mittels einfaktoriellem ANOVA und anschlieBendem multiplem Tukey’s
Vergleichstest mit einer einzelnen zusammengefassten Varianz ausgewertet.
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Ergebnisse

Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in C57BI/6 Mausen

Das Arthritis-Modell war so aufgebaut, dass zum Tag 0 und 21 immunisiert wurde. Ab Tag 28 wurden
die Tiere drei Mal pro Woche untersucht, wobei der Durchmesser der Sprunggelenke und die Dicke
der Pfoten als gemessene Parameter und auBerdem der Arthritis-Score als Mal fiir den Verlauf

dienten.

Die Tiere, welche vier Wochen nach der ersten Immunisierung getétet wurden, wurden nicht gescored,
da die vier Wochen genau dem Tag 28 der ersten Untersuchung entsprachen.

Nach 5,5 Wochen der ND (Abbildung 6 und Abbildung 7) zeigte sich in diesem Zeitraum keine
Veranderung. Der Score stieg zwar leicht Gber die Zeit an, erreichte aber nur Héchstwerte von weniger
als 1,25.
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Abbildung 6: Gelenkdurchmesser und Arthritis-Score der Tiere mit Nekropsie nach 5,5 Wochen im CIA Modell unter ND.
Links: Durchmesser an Tagen 28 bis 38. Es zeigte sich ein lediglich minimaler Anstieg, welcher nicht auf einen entziindlichen
Prozess im Gelenk hindeutete. Rechts ist der CIA-Score dargestellt, welcher deutlich starker anstieg, jedoch im Durchschnitt
im Maximum einen Wert von knapp iiber 1 erreichte, was bei dem hier verwendeten Score lediglich eine R6tung der Pfoten
bedeutete.

Die Tiere, welche mit der HFD gefiittert wurden, zeigen vergleichbare Messwerte fir die Dicke der
Sprunggelenke und Pfoten zur ND, hier zeigte die HFD keinen Einfluss auf die Basiswerte. Auch hier
veranderten sich die Werte im Laufe der Zeit kaum. Der Score stiegt zwar auch unter HFD bis zum
Zeitpunkt von 5,5 Wochen kontinuierlich an, jedoch war hier ebenfalls ein Maximalwert von weniger
als 1,25 fur den durchschnittlichen Score aller vier Pfoten zu verzeichnen.
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Abbildung 7: Gelenkdurchmesser und Arthritis-Score der Tiere mit Nekropsie nach 5,5 Wochen im CIA-Modell unter HFD.
In beiden Abbildungen zeigt sich eine sehr dhnliche Entwicklung wie bereits unter ND beschrieben. Links: Durchmesser an
Tagen 28 bis 38. Es zeigte sich ein minimaler Anstieg, welcher nicht auf einen entziindlichen Prozess im Gelenk schlieRen
lasst. Rechts ist der CIA-Score dargestellt, welcher deutlich stirker anstieg als die gemessenen Werte links, jedoch im
Durchschnitt einen Maximalwert von nur knapp ulber 1 (entspricht einer geroteten Pfote) erreicht.

Auch die Versuchsgruppe 7 Wochen nach Immunisierung zeigte im Verlauf keinen signifikanten Anstieg
der Messwerte flir den Durchmesser von Pfoten und Sprunggelenken. Dies zeigte sich gleichermallen
fiir die ND- und HFD-Gruppe (Abbildung 8 und Abbildung 9). Die Werte fiir den durchschnittlichen
Score aller vier Pfoten steigen auch nach sieben Wochen unter beiden Didten kaum Uber 1 an, was in
einer Rotung der Pfoten ohne Anzeichen einer Schwellung bei den meisten Tieren entsprach. Ohne
Veranderung der messbaren Parameter, wie z. B. dem Durchmesser des Gelenks, konnte deswegen
nicht von einer erfolgreichen Arthritisinduktion ausgegangen werden.
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Abbildung 8: Gelenkdurchmesser und Arthritis-Score der Tiere mit Nekropsie nach 7 Wochen im CIA Modell unter ND.
Links: Durchmesser an Tagen 28 bis 49. Es zeigten sich zwar leichte Schwankungen der Messwerte, jedoch kein Anstieg,
welcher bei einem entziindlichen Prozess zu erwarten gewesen ware. Rechts ist der CIA-Score dargestellt, welcher anfangs
ansteigt, jedoch ab Tag 40 wieder eher abfillt. Selbst die hochsten Werte an Tag 40 sind nur sehr niedrig und deuten nicht
auf eine erfolgreiche Arthritisinduktion hin.
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Abbildung 9: Gelenkdurchmesser und Arthritis-Score der Tiere mit Nekropsie nach 7 Wochen im CIA Modell unter HFD.
Links: Durchmesser an Tagen 28 bis 49. Es zeigen sich, vergleichbar wie unter ND, leichte Schwankungen der Messwerte,
jedoch kein Anstieg, welcher bei einem entziindlichen Prozess zu erwarten gewesen ware. Rechts ist der CIA-score
dargestellt, welcher anfangs ansteigt, jedoch zwischen Tag 35 und 40 ein Plateau erreicht und dann wieder absinkt. Selbst
die héchsten Werte sind nur sehr niedrig und deuten nicht auf eine erfolgreiche Arthritisinduktion hin.

Um diese niedrigen Scores zu bestatigen, wurden von einigen Tieren mit den hochsten Scores
histologische Farbungen erstellt. Beispielhaft dargestellt in Abbildung 10 fiir das Tier (Bezeichnung Er1-
106), welches den hochsten Score zeigte. Sowohl die genannten gemessenen Parameter als auch die
histologischen Farbungen zeigten hier keine Anzeichen einer arthritischen Veranderung des Gelenks.
Da dies vermutlich auf den C57BI/6-Hintergrund der verwendeten Tiere zurlickzufihren ist, musste
der Versuch mit DBA/1-M&usen wiederholt werden.
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Abbildung 10: Exemplarische Darstellung desjenigen Tieres mit dem hochster Arthritis-Score sowie die entsprechenden
histologischen Farbungen. Oben sieht man sowohl die gemessenen Durchmesser von Pfoten und Sprunggelenken, welche
im Zeitverlauf gleich bleiben und dariiber der CIA-Score (rot), welcher stark ansteigt. Unten im linken Bild ist eine
histologische Ubersichtsfarbung (HE) desselben Gelenks, welches oben ausgewertet wurde. Rechts eine Knorpelfarbung
(Safranin-0). In beiden Farbungen wird keine Schadigung des Gelenks sichtbar, welche den Anstieg des CIA-Scores
bestdtigen konnte.

Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in DBA/1Rj M&dusen

Die Kollagen-induzierte Arthritis wurde durch die Firma Aurigon im Prinzip genauso induziert, wie
zuvor im selbst durchgefihrten Modell in C57Bl/6 Mausen. Die wichtigen Unterschiede sind die
Verwendung eines anderen Mausstammes (DBA/1Rj), fiir den bereits bekannt ist*3, dass er fir die
Arthritisinduktion im CIA-Modell besser geeignet ist und auRerdem eine verkiirzte Fiutterung vor
Induktion, da nicht riskiert werden sollte, dass das hohere Lebensalter (im Vergleich zur o.g. Literatur)
die Inzidenz beeinflusst. Durch die Firma wurde der klinische Verlauf der Arthritis anhand desselben
Scores, wie schon fir das CIA Modell in C57/BI6 beschrieben (Siehe S. 28), quantifiziert. Von Tag 21 bis
Tag 28 nach der ersten Immunisierung wurden die Tiere taglich untersucht, danach dreimal pro Woche
bis zum Zeitpunkt der Nekropsie.

Die Gewebe wurden histologisch (durch uns) untersucht, d.h. Paraffinschnitte hergestellt und
anschlieRend verschiedene histologische Farbungen angefertigt. Es war innerhalb des gegebenen
Promotionszeitraums nicht mehr moglich alle Gewebe zu farben und auszuwerten, da die
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Wiederholung des Versuchs notwendig war. Bereits aus den exemplarischen Bildern ist aber
ersichtlich, dass eine deutliche Schadigung des Gelenks bei Arthritis-induzierten Tieren eingetreten ist.
Die Gelenkknorpel sind stark beschadigt und die Menisken durch einen zellreichen Pannus im
gezeigten Bild komplett zerstort. Bei anderen Tieren waren geschadigte Reste des Meniskus noch
vorhanden (Abbildung 11).

CIA

Abbildung 11: Ubersichtsfiarbung (HE) jeweils eines exemplarischen Gelenks einer gesunden (links) und einer Maus mit
CIA (rechts). Im linken Bild sieht man, dass die gesunden Menisken (M) relativ zellarm sind und die Knorpeloberflachen
(Pfeile) glatt und intakt. Rechts sieht man im Vergleich zum gesunden Tier deutlich mehr Zellen im Bereich des Meniskus
(M), sodass der die Faserknorpel-Struktur des Meniskus kaum noch erkennbar ist. Auch die Knorpeloberflachen des
hyalinen Knorpels sind aufgeraut und geschadigt (Pfeile). Dies zeigt sich des Weiteren durch Zellen und Gewebereste im
Gelenkspalt.

Die Scores der verschiedenen Behandlungsgruppen zeigen, dass zwischen Tag 21 und Tag 28 erste
Auswirkungen der CIA sichtbar werden, jedoch erst in den darauffolgenden Tagen beginnt der
deutliche Anstieg des Scores, welcher dann ca. ab Tag 35-40 die maximalen Werte erreicht und nicht
weiter ansteigt (Abbildung 12). Die Scores der Tiere unter HFD lagen interessanter Weise zu allen
Zeitpunkten niedriger (wenn auch nicht signifikant) als diejenigen der Tiere, welche mit ND geflttert
wurden.
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Abbildung 12: Arthritis-Score der DBA/1Rj Méuse im CIA Modell kombiniert mit ND (blau) und HFD (schwarz) iiber die
Zeitrdume von 4 (oben), 5,5 (Mitte) und 7 Wochen (unten). In allen untersuchten Gruppen zeigt sich ein Anstieg des Scores
etwa ab Tag 30, dieser steigt bis ungefahr Tag 37 an und flacht dann etwas ab. Die Streuung der Einzelwerte, reprasentiert
durch die Fehlerbalken, ist relativ hoch, sodass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
sichtbar sind.
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Metabolische Veranderungen

Korpergewicht

Da bis zur Immunisierung auBer der Unterteilung in HFD und ND kein Unterschied zwischen den
Tiergruppen bestand, sind im Folgenden die Ergebnisse aller Tiere zusammengefasst. Es zeigte sich,
dass die Tiere bereits 5 Tage nach Beginn der Fiitterung mit HFD im Vergleich zur ND hochsignifikant
erhohte Korpergewichte hatten (Abbildung 13). Somit war sichergestellt, dass zum Zeitpunkt der
ersten Immunisierung bereits deutliche Unterschiede zwischen den Didtgruppen vorhanden sind, trotz
der kiirzeren Fiitterungszeiten im Vergleich zu den Versuchsserien in C57Bl/6 Mausen.
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Abbildung 13: Koérpergewicht der DBA/1Rj Mé&use im Verlauf der 6 Wochen Vorfiitterung. Die Tiere unter HFD (schwarz)
waren bereits zum friihesten gemessenen Zeitpunkt hochsignifikant schwerer als diejenigen unter ND (blau) und blieben
dies auch iiber den gesamten Zeitverlauf.

Systemische Adipokinspiegel

Die systemischen Adipokinspiegel wurden im Plasma der Tiere gemessen. Die Blutentnahme erfolgte
durch die Firma Aurigon, welche das Plasma gefroren zur weiteren Analyse an unser Forschungslabor
verschickte.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die zentralen Adipokine Adiponektin und Leptin und
auBRerdem als Marker der Entziindung IL-6 und CRP im Serum gemessen.

Adiponektin

Vergleicht man die Adiponektinspiegel der jeweiligen Gruppen zu einem der jeweiligen Zeitpunkte,
stellen sich die Plasmaspiegel des Adiponektins sehr homogen dar. Lediglich 4 Wochen nach der ersten
Immunisierung zeigte sich bei denjenigen Tieren, welche HFD erhielt, eine signifikante Reduktion des
Adiponektins durch die CIA (HFD gesund 6124 ng/ml; HFD CIA 4987 ng/ml; p = 0,0278) (Abbildung 14,
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Tabelle 6). Unter ND wird Adpionektin nicht signifikant verdndert (ND gesund 5401 ng/ml; ND CIA 5081
ng/ml; p = 0,8162). 5,5 Wochen nach CIA Induktion war diese Reduktion unter beiden Didten noch
sichtbar, allerdings jetzt unter keiner Diat mehr signifikant verdndert (HFD gesund 6384 ng/ml; HFD
CIA 5891 ng/ml; p = 0,8158) (ND gesund 6839 ng/ml; ND CIA 5935 ng/ml; p = 0,3794). Am spatesten
Zeitpunkt, 7 Wochen nach CIA Induktion, waren ebenfalls keine signifikanten Einfllisse der CIA
vorhanden (Abbildung 14) (HFD gesund 5603 ng/ml; HFD CIA 5882 ng/ml; p = 0,8797) (ND gesund 5931
ng/ml; ND CIA 6245 ng/ml; p = 0,8371).
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Abbildung 14: Adiponektin Plasmaspiegel 4 (links), 5,5 (Mitte) oder 7 Wochen (rechts) nach der Nekropsie in DBA/1Rj
Mausen. Die Adiponektinspiegel werden zu keinem Zeitpunkt signifikant durch die Didt beeinflusst. Die CIA bewirkt
ausschlieBlich zum frithesten Zeitpunkt unter HFD eine signifikante Reduktion des Adiponektinspiegels (HFD gesund 6124
ng/ml; HFD CIA 4987 ng/ml; p = 0,0278).

In der Zeitkinetik der jeweiligen Gruppen steigt der Adiponektinspiegel bei den CIA Tieren Uber die Zeit
an (Abbildung 15). Dies zeigt sich sowohl in einem signifikanten Unterschied unter ND zwischen dem
4- und dem 7-Wochen Zeitpunkt (4 Wochen 5081ng/ml; 7 Wochen 6245 ng/ml, p = 0,0219), als auch
unter HFD in signifikanten Unterschieden zwischen 4- und 5,5- und 4- und 7-Wochen Zeitpunkten (4
Wochen 4987 ng/ml; 5,5 Wochen 5891 ng/ml; p =0,019; 7 Wochen 5882 ng/ml, p = 0,0101).
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Abbildung 15: Adiponektin Plasmaspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in DBA/1Rj M&usen. Unter ND
ohne DMM zeigt sich ein Anstieg zwischen Woche 4 und 5,5, dieser flacht allerdings bis Woche 7 wieder ab (links). Unter
HFD verdndert sich der Adiponektinspiegel bei sonst gesunden Tieren im Zeitverlauf nicht (zweite Grafik von links). Bei
Tieren mit CIA Induktion steigt der Adiponektinspiegel im Zeitverlauf an, unter beiden Didten signifikante zwischen den 4-
und 7 Wochen Gruppen, unter HFD ist auBerdem der Unterschied zwischen 4 und 5,5 Wochen signifikant.
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Tabelle 6: Die serologischen Adiponektinspiegel wurden mittels ELISA in den DBA/1Rj Mausen aller Behandlungsgruppen
bestimmt.

4 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 7 4 7
Minimum [ng/ml] 5007 4190 5292 4363
25 % Perzentile 5097 4570 5460 4583
Median [ng/ml] 5392 5068 6082 5102
75 % Perzentile 5715 5402 6831 5265
Maximum [ng/ml] 5814 6367 7042 5702
Mittelwert [ng/ml] 5401 5081 6124 4987
Standardabweichung 330,3 696,9 722,3 464,3
Standardfehler des Mittelwerts 165,1 263,4 361,2 175,5
5,5 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 10 4 9
Minimum [ng/ml] 5892 4363 6193 4974
25 % Perzentile 6040 4613 6227 5371
Median [ng/ml] 6729 6078 6378 5843
75 % Perzentile 7747 6543 6547 6426
Maximum [ng/ml] 8005 8377 6587 7110
Mittelwert [ng/ml] 6839 5935 6384 5891
Standardabweichung 894,2 1243 165,5 676,1
Standardfehler des Mittelwerts 4471 393,2 82,77 225,4
7 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 15 4 15
Minimum [ng/ml] 5327 5027 4318 4655
25 % Perzentile 5514 5555 4655 5437
Median [ng/ml] 6110 6331 5933 5949
75 % Perzentile 6170 6802 6222 6273
Maximum [ng/ml] 6179 7231 6229 7185
Mittelwert [ng/ml] 5931 6245 5603 5882
Standardabweichung 405,3 682 895,3 640,3
Standardfehler des Mittelwerts 202,7 176,1 447,6 165,3
Leptin

Die systemischen Leptinspiegel waren im DBA/1Rj Mausstamm hochsignifikant hoher bei gesunden
Tieren unter HFD als unter ND (4 Wochen ND 10987 ng/ml; HFD 40158 ng/ml; p = 0,0003; 5,5 Wochen
ND 8354 ng/ml; HFD 29951 ng/ml; p = < 0,0001; 7 Wochen ND 10237 ng/ml; HFD 74956 ng/ml; p = <
0,0001). Tiere mit induzierter Arthritis zeigen jedoch einen sehr niedrigen Leptinspiegel, sowohl unter
ND als auch unter HFD, wobei die Reduktion des Leptinspiegels durch die CIA so ausgepragt war, dass
jeglicher Einfluss der HFD nicht mehr nachweisbar war. Die Reduktion des Leptins durch CIA war unter
ND lediglich zum 5,5 Wochen Zeitpunkt signifikant (ND gesund 8354 ng/ml; ND CIA 183,2 ng/ml; p =
0,0062). Dass die anderen Zeitpunkte unter ND keine signifikante Leptinreduktion durch die CIA zeigen,
lasst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass die Werte der gesunden Tiere bereits niedrig waren.
Unter HFD war der Unterschied zwischen dem erhohten Spiegel durch die Didt und der Reduktion
durch CIA so deutlich, dass er zu jedem Zeitpunkt hochsignifikant war (4 Wochen HFD gesund 40158

46



ng/ml; HFD CIA 1048 ng/ml; p =< 0,0001; 5,5 Wochen HFD gesund 29951 ng/ml; HFD CIA 1190 ng/ml;

p =<0,0001; 7 Wochen gesund 74956 ng/ml; HFD CIA 591,4 ng/ml; p =< 0,0001) (Abbildung 16, Tabelle
7).
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Abbildung 16: Leptin Plasmaspiegel 4 (links), 5,5 (Mitte) oder 7 Wochen (rechts) nach CIA Induktion in DBA/1Rj Miusen.
Der Leptinspiegel war zu jedem Zeitpunkt innerhalb der gesunden Tiere signifikant durch die HFD erhoht (4 Wochen
p =0,0003, 5,5 Wochen p =< 0,0001, 7 Wochen p = < 0,0001). Die CIA bewirkt stets eine Reduktion der Leptinwerte, unter
ND war die Differenz zu gesunden Tieren wegen niedrigerer Werte geringer, jedoch trotzdem nach 5,5 Wochen signifikant

(Mitte). Unter HFD bewirkte die CIA im Vergleich zur gesunden Kontrolle stets eine hochsignifikante Reduktion des Leptins
(4 Wochen p =< 0,0001, 5,5 Wochen p =< 0,0001, 7 Wochen p =< 0,0001).

Betrachtet man die Entwicklung des Leptinspiegels im Zeitverlauf, so zeigte sich ein sehr homogenes
Bild, lediglich bei den gesunden Tieren mit HFD lagen die Spiegel insgesamt héher und die Werte zum
spatesten Zeitpunkt waren noch hoher als die beiden vorherigen. Die Erhéhung wurde aber
hauptsachlich durch ein einzelnes Tier verursacht. Innerhalb der CIA Gruppen waren die Werte zu allen
Zeitpunkten gleichmaRig im sehr niedrigen Bereich. Hier zeigte sich kein Einfluss Uber die hier
dargestellten Zeitrdume (Abbildung 17, Tabelle 7).
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Abbildung 17: Leptin Plasmaspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in DBA/1Rj M&usen. Hier zeigte sich,
dass der Zeitpunkt in Bezug auf die Leptinwerte keine Rolle spielt. Lediglich innerhalb der gesunden Tiere unter HFD zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem 5,5 und dem 7 Wochen Zeitpunkt (p = 0,0331). Nach induzierter CIA ist der
Leptinspiegel stets gleichmaRBig sehr niedrig.
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Tabelle 7: Die serologischen Leptinspiegel wurden mittels ELISA in den DBA/1Rj Miusen aller Behandlungsgruppen

bestimmt.
4 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 6 4 7
Minimum [ng/ml] 8669 67,89 17740 246
25 % Perzentile 8970 77,57 21485 311,3
Median [ng/ml] 11288 118,6 43176 770,6
75 % Perzentile 12703 172,1 55813 1017
Maximum [ng/ml] 12703 233 56540 3631
Mittelwert [ng/ml] 10987 128,5 40158 1048
Standardabweichung 2042 60,87 18329 1172
Standardfehler des Mittelwerts 1021 24,85 9164 443
5,5 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 3 9 4 9
Minimum [ng/ml] 6370 65,09 21290 240,4
25 % Perzentile 6370 92,07 22876 384,4
Median [ng/ml] 8817 186,1 28601 534,1
75 % Perzentile 9873 285,1 38375 1832
Maximum [ng/ml] 9873 317,3 41311 3556
Mittelwert [ng/ml] 8354 183,2 29951 1190
Standardabweichung 1797 96,52 8358 1103
Standardfehler des Mittelwerts 1037 32,17 4179 367,5
7 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 3 15 4 15
Minimum [ng/ml] 7789 63,7 54078 246
25 % Perzentile 7789 70,72 55600 270,6
Median [ng/ml] 9569 95,69 63277 4131
75 % Perzentile 13353 160,2 105990 838,7
Maximum [ng/ml] 13353 261,1 119190 1278
Mittelwert [ng/ml] 10237 121,3 74956 591,4
Standardabweichung 2842 65,26 29915 351
Standardfehler des Mittelwerts 1641 16,85 14957 90,63

Systemische Entziindungsparameter

CRP

CRP ist in der klinischen Diagnostik ein Markerprotein fiir eine lokale oder systemische Entziindung®.
Um den entzlindlichen Prozess der CIA charakterisieren zu kdnnen, wurde im Plasma der Mause das
CRP quantifiziert (Tabelle 8).

Es zeigte sich, dass HFD in fast allen Vergleichsgruppen zu hoheren CRP-Werten fiihrte. Diese
Beobachtung war 4 Wochen nach der ersten Immunisierung zwischen den gesunden Kontrollgruppen
signifikant (p = 0,0461). Die CIA bewirkte zu allen Zeitpunkten unter beiden Didten eine Erhdhung des
CRP-Wertes. Diese war bis auf eine Vergleichsgruppe (7 Wochen HFD) ebenfalls signifikant (Abbildung
18) (4 Wochen ND gesund 7033 ng/ml, ND CIA 15442 ng/ml p = < 0,0001; HFD gesund 10586 ng/ml,
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HFD CIA 16568 ng/ml p = 0,0002; 5,5 Wochen ND gesund 7480 ng/ml, ND CIA 12909 ng/ml p = 0,0013;
HFD gesund/HFD CIA p = 0,0353; 7 Wochen ND gesund 7791 ng/ml, ND CIA 10873 p = 0,0351; HFD
gesund 9994 ng/ml, HFD CIA 10080 ng/ml p = 0,9998).
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Abbildung 18: CRP-Plasmaspiegel 4 (links), 5,5 (Mitte) oder 7 Wochen (rechts) nach CIA Induktion in DBA/1Rj Mausen. Der
CPR-Wert wurde durch die CIA deutlich erhoht, dies war bis auf die HFD-Gruppe nach 7 Wochen stets signifikant (4 Wochen
ND p =< 0,0001, HFD p = 0,002; 5,5 Wochen ND p = 0,0013, HFD p = 0,0353; 7 Wochen ND p = 0,0351, HFD p = 0,9998). Am
friihesten Zeitpunkt (4 Wochen) lag auBerdem der CRP-Wert der gesunden Tieren mit HFD signifikant hoher als der mit ND
(p =0,0461).

Die Darstellung des Zeitverlaufs der CRP-Werte im Plasma zeigte, dass unter ND bei gesunden Tieren
keine Verdnderung stattfand. Unter HFD sank der Wert zwischen 4 und 5,5 Wochen etwas ab, stieg
aber bis zum 7 Wochenzeitpunkt wieder etwas an, sodass lediglich zwischen 4 und 5,5 Wochen ein
signifikanter Unterschied messbar war (p = 0,0372).

Bei Tieren mit CIA-Induktion zeigte sich beziglich CRP im Zeitverlauf eine Abwartsentwicklung, sowohl
unter ND, als auch — noch deutlicher — unter HFD. Dies zeigte sich durch signifikant niedrigere CRP-
Werte, zum 7 Wochen Zeitpunkt unter ND im Vergleich zum entsprechenden 4 Wochen Zeitpunkt (p
= 0,0013). Unter HFD waren sowohl der Unterschied zwischen 4 und 5,5 (p = < 0,0001) als auch der

zwischen 4 und 7 (p = < 0,0001) und der zwischen 5,5 und 7 (p = 0,0472) Wochen signifikant (Abbildung
19, Tabelle 8).
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Abbildung 19: CRP-Plasmaspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in DBA/1Rj Mausen. Unter ND blieb
der CRP-Wert bei gesunden Tieren Uber die Zeit konstant, wohingegen er unter HFD etwas abfiel zwischen Woche 4 und
5,5 (p = 0,0372). Bei Tieren mit induzierter CIA sinkt der CRP Spiegel zwischen Woche 4 und 7 ab, wobei unter ND lediglich
der Unterschied zwischen Woche 4 und 7 signifikant war (p = 0,0013), wahrend unter HFD sowohl die Reduktion von Woche

4 bis Woche 5 (p = < 0,0001), als auch von 4 bis 7 (p = < 0,0001) und die Differenz zwischen 5,5 und 7 Wochen signifikant
war (p = 0,0472).
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Tabelle 8: ELISA-Daten der CRP-Plasmaspiegel in DBA/1Rj Miusen

4 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 7 4 7
Minimum [ng/ml] 6135 12794 9828 14037
25 % Perzentile 6333 12812 9843 15722
Median [ng/ml] 6935 15476 10407 16067
75 % Perzentile 7832 17771 11507 18056
Maximum [ng/ml] 8129 18138 11700 18981
Mittelwert [ng/ml] 7033 15442 10586 16568
Standardabweichung 822 2382 897,9 1672
Standardfehler des Mittelwerts 411 900,4 449 632,1
5,5 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 10 4 9
Minimum [ng/ml] 6958 7445 7801 10062
25 % Perzentile 7030 10755 7868 10927
Median [ng/ml] 7429 12271 8186 11177
75 % Perzentile 7981 15750 8402 13289
Maximum [ng/ml] 8104 17791 8435 13846
Mittelwert [ng/ml] 7480 12909 8152 11884
Standardabweichung 494,9 3125 278,3 1343
Standardfehler des Mittelwerts 247,5 988,3 139,1 447,6

7 Wochen ND gesund ND CIA HFD gesund HFD CIA
Anzahl der Werte pro Gruppe 4 15 4 15
Minimum [ng/ml] 6597 8752 8635 6334
25 % Perzentile 6827 9655 8683 8929
Median [ng/ml] 7856 10421 9436 10167
75 % Perzentile 8689 11519 11863 10633
Maximum [ng/ml] 8853 17477 12469 13308
Mittelwert [ng/ml] 7791 10873 9994 10080
Standardabweichung 964,5 2112 1764 1904
Standardfehler des Mittelwerts 482,3 545,3 882 491,6

IL-6

Um die systemischen Effekte der Entziindung durch die CIA auf Zytokinebene zu evaluieren, wurde
neben dem CRP das IL-6 im Plasma gemessen. Hier zeigte sich vor allem, dass die Werte, sofern sie
erhoht waren, innerhalb der Gruppen sehr stark schwankten (Abbildung 20 und Abbildung 21).

Signifikante Unterschiede waren lediglich im Zeitverlauf sichtbar und dies nur bei Tieren mit HFD und

CIA.

52



4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen

15000 15000 150007 _0s_ s
[ ] p— “s — *
£ 0000 E joo00{ o E joo00{
o (=] [=)] ®
& 2 - a
©  5000- © 5000 © 50001 +
oL—eo—= 0- 0- P—L
o“b(}vo&év o“b(}vé‘b(}v o“b& o“bév
PO FO PO FO PO &0
o2 SO 0% Soo¥ o QO
AR ¥ &«

Abbildung 20: IL-6 Plasmaspiegel 4 (links), 5,5 (Mitte) oder 7 Wochen (rechts) nach der CIA Induktion in DBA/1Rj Mausen.
Zwischen den Behandlungsgruppen gibt es zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede. Es wurde auBerdem deutlich,
dass viele Tiere nicht erfasst werden konnten, da die Messwerte auBerhalb des Messbereichs des Tests liegen.

ND gesund HFD gesund ND CIA HFD CIA
ns —ns___
15000+ 15000 150007 05 _ns 15000+ _. —_
== [ — — *
-E.. 10000+ -E.. 100001 -E.. 10000- . o -E.. 10000
o o (=] [=2] *
= = = =
© 5000 © 5000 © 5000 © 5000
- - - -
=1 - =1 -
0- 0 0- 0-
S N O S N 0 S N O L S
‘;\\«\«\ ‘;x‘«\«\ &~x\~x\~x’~ ;s\a\é
o o0 o0 o0

Abbildung 21: IL-6 Plasmaspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in DBA/1Rj Méusen. Auch iiber den
Zeitverlauf lieBen sich keine klaren Entwicklungen feststellen. Sowohl CIA als auch HFD fiihrte zu vereinzelten erhdhten
Werten, allerdings nicht konstant bei allen Tieren einer Gruppe.
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Arthroseinduktion

Die Induktion der Arthrose wurde durch operatives Durchtrennen des medialen Meniskus am jeweils
rechten Hinterbein erwirkt. Dies flihrte zur Destabilisierung der Gelenke und zu einer verstarkten
Degeneration des Knorpels. Das linke Hinterbein wurde operativ genauso erdffnet wie das rechte,
jedoch der Meniskus nicht durchtrennt. Dies dient als ,,sham“-OP, um innerhalb des Individuums den
OP-Effekt vom Arthrose-Effekt unterscheiden zu kénnen. Durch diese Methode des Operierens gibt es
innerhalb des einzelnen Individuums den Vergleich zwischen DMM und sham Bein, diesen aber nur auf
histologischer Ebene. Zwischen den Individuen gab es auBerdem den Vergleich zwischen Tieren mit OP
(DMM und sham) und Tieren, welche lediglich die Didten bekamen (ND gesund und HFD gesund).
Systemische Werte konnten daher nur zwischen gesunden und operierten Tieren verglichen werden,
da das Serum in sham und DMM Bein identisch ist.

Die operativ induzierte Verdnderung im Gelenk wurde durch histologische Untersuchungen
dargestellt. Hierbei wurde von allen Gelenken eine Ubersichtsfarbung mit Hdmalaun und Eosin (HE)
gefertigt. In dieser zeigte sich, dass je nach Schnitttiefe im Gelenk die Durchtrennung der Menisken
sichtbar war. Weiterhin wurde deutlich, dass in den geschadigten Bereichen viele Zellen in das Gewebe
einwanderten (Beispiel in Abbildung 23 zeigt den geschadigten Meniskus nach DMM).

Eine Safranin-O-Farbung stellt Knorpelmatrix rotlich dar, diese Farbung wurde daher als Grundlage fur
den Tibia-Score verwendet. Die Pappenheim-Farbung farbt ebenfalls die Knorpelmatrix an und diente
als Alternative zur Safranin-O-Farbung. Da sich die Safranin-O-Farbung als besser auswertbar
darstellte, wurde die Pappenheim-Farbung nicht fir alle Gelenke durchgefiihrt und die Safranin-O-
Farbung flr die Auswertung verwendet.

Insgesamt stellte sich heraus, dass einige Tiere keine Arthrose entwickelt hatten. Diese Tiere wurden
aus samtlichen Auswertungen herausgenommen, sofern dies nicht anders gekennzeichnet ist.

Die Masson-Goldner-Farbung dient wie die HE-Farbung zum einen der Ubersicht liber die Gelenke,
zum anderen stellt sich in der kontrastreichen Farbung besonders gut dar, wie sich die Menisken zum
Teil durch eingewanderte Zellen nach Induktion der OA sehr stark verandern. Hierbei wurden im
Einzelfall starke Gewebeumbauten beobachtet (Seite 62).
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Abbildung 22: Histologische Ubersichtsfarbungen (von links nach rechts in jeder Reihe: H/E, Safranin-O, Pappenheim und
Masson-Goldner) der verschiedenen Behandlungsgruppen vier Wochen nach DMM-Operation. Dabei zeigt die oberste
Reihe das rechte, DMM-operierte Knie der operierten Mause unter ND, die zweite Reihe das linke Knie desselben Tiers mit
sham-OP. Die durch die DMM durchtrennten Menisken sind deutlich sichtbar (Pfeil). Die dritte Reihe zeigt das rechte,
DMM-operierte Knie einer Maus unter HFD und in der vierten Reihe das linke, sham-operierte Knie desselben Tiers. Hier
ist die Schadigung des Meniskus kein klarer Schnitt mehr, sondern ein insgesamt von Zellen infiltriertes Gewebe. Die
vorletzte Reihe zeigt das Knie eines vollig unbehandelten Tieres unter ND und in der letzten Reihe wird ein unbehandeltes
Knie einer Maus unter HFD dargestellt. Ohne OP sind die Gelenke unter beiden Didten histologisch gesehen vollig
unbeschadet.

Vier Wochen nach OA-Induktion zeigten sich in den Gelenken mit durchtrennten Menisken erste
VerschleiRerscheinungen, allerdings noch kaum starkere Schaden des Knorpels. Lediglich ein Tier (aus
der Gruppe mit HFD) hatte einen Tibia-Score von lber 3 (Tabelle 9). Diejenigen Tiere, welche eine HFD
bekamen, hatten im Durchschnitt einen etwas héheren OA-Score (2,466 bei HFD; 1,501 bei ND). Des
Weiteren zeigten sich beim Vergleich zwischen ND und HFD aber keine histologischen Unterschiede
im Gelenk (Abbildung 22).
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Tabelle 9: Der Tibia-Score (hier dargestellt die Werte nach 4 Wochen) diente als MaR fiir die Schadigung des Gelenks, er
quantifiziert den Knorpelschaden im hyalinen Knorpel liber der Tibia. Hierbei wurde zwischen den DMM-operierten,
rechten Knien und den gesunden unbehandelten Tieren mit jeweils entsprechender Diat verglichen.

ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 6 7 6 5
Minimum 0 0,67 0 1,33
25 % Perzentile 0 0,67 0 1,665
Median 0,085 1,5 0,17 2,33
75 % Perzentile 0,21 2 0,17 3,335
Maximum 0,33 2,67 0,17 3,5
Mittelwert 0,1117 1,501 0,1133 2,466
Standardabweichung 0,1356 0,7135 0,08779 0,8791
Standardfehler des Mittelwerts 0,05534 0,2697 0,03584 0,3931

Bereits nach vier Wochen waren die Menisken zum Teil stark geschadigt, sodass deutlich sichtbar

Zellen in den Knorpel einwanderten (Abbildung 23).

Abbildung 23: Unter HFD zeigte sich bereits 4 Wochen nach DMM-Operation, dass Zellen in den geschadigten Meniskus
einwanderten (roter Kreis) und diesen weiter schadigten (100x VergréBerung einer HE-Farbung).

Sechs Wochen nach Induktion der Arthrose war die Schadigung der Menisken und Knorpeloberflachen
deutlich fortgeschritten und es konnte auch eindeutig zwischen Tieren mit erfolgreicher OA-Induktion
und einigen wenigen, welche keine Symptome zeigten, unterschieden werden.
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Abbildung 24: Histologische Ubersichtsfarbungen (von links nach rechts in jeder Reihe: H/E, Safranin-0, Pappenheim und
Masson-Goldner) der verschiedenen Behandlungsgruppen sechs Wochen nach DMM-Operation. Dabei zeigt die oberste
Reihe das rechte, DMM-operierte Knie der operierten Mause unter ND, die zweite Reihe das linke Knie desselben Tiers mit
sham-OP. Die durch die DMM durchtrennten Menisken sind als Knorpelgewebe nicht mehr sichtbar, da inzwischen so viele
Zellen in die geschddigten Bereiche eingewandert sind (Pfeile). Die dritte Reihe zeigt das rechte, DMM-operierte Knie einer
Maus unter HFD und in der vierten Reihe das linke, sham-operierte Knie desselben Tiers. Hier ist die Schddigung ebenfalls
durch invadierende Zellen in das vormals knorpelige Gewebe charakterisiert (Pfeile). Die vorletzte Reihe zeigt das Knie
eines vollig unbehandelten Tieres unter ND und in der letzten Reihe wird ein unbehandeltes Knie einer Maus unter HFD
dargestellt. Ohne OP sind die Gelenke unter beiden Didten histologisch gesehen weiterhin véllig unbeschadet.

Auch 6 Wochen nach OA-Induktion waren diejenigen Tiere, welche mit einer HFD geflittert wurden
starker betroffen, sie hatten im Durchschnitt einen OA-Score von 4 im Vergleich zu 3,064 bei ND
(Tabelle 10).
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Tabelle 10: Der Tibia-Score sechs Wochen nach DMM-Operation. Hierbei wurde zwischen den DMM-operierten, rechten

Knien und den Knien der gesunden, unbehandelten Tiere mit jeweils entsprechender Diat verglichen.

ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 6 5 6 6
Minimum 0 1,33 0 2,33
25 % Perzentile 0 1,33 0 2,585
Median 0 3,33 0 4,5
75 % Perzentile 0,0425 4,665 0,33 5
Maximum 0,17 5 0,33 5
Mittelwert 0,02833 3,064 0,11 4
Standardabweichung 0,0694 1,691 0,1704 1,193
Standardfehler des Mittelwerts 0,02833 0,7561 0,06957 0,487

Acht Wochen nach Arthroseinduktion war bei einigen Tieren die Gelenksoberflache bis in den Knochen
hinein erodiert, so dass in den Knorpelfarbungen kaum noch Signal sichtbar war. Dies war
insbesondere bei Tieren unter HFD sichtbar (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Histologische Ubersichtsfarbungen (von links nach rechts in jeder Reihe: H/E, Safranin-0O, Pappenheim und
Masson-Goldner) der verschiedenen Behandlungsgruppen acht Wochen nach DMM-Operation. Dabei zeigt die oberste
Reihe das rechte, DMM-operierte Knie der operierten Mause unter ND, die zweite Reihe das linke Knie desselben Tiers mit
sham-OP. Die durch die DMM durchtrennten Menisken sind in einem vergleichbaren Zustand wie nach sechs Wochen
(Pfeile). Die dritte Reihe zeigt das rechte, DMM-operierte Knie einer Maus unter HFD und in der vierten Reihe das linke,
sham-operierte Knie desselben Tiers. Hier ist die Schadigung im Vergleich zum sechs Wochen Zeitpunkt nicht stagniert,
sondern betrifft nun auch sehr stark die Knorpeloberflachen des hyalinen Knorpels (Pfeile). Die vorletzte Reihe zeigt das
Knie eines vollig unbehandelten Tieres unter ND und in der letzten Reihe wird ein unbehandeltes Knie einer Maus unter
HFD dargestellt. Ohne OP sind die Gelenke unter beiden Didten histologisch gesehen weiterhin vollig unbeschadet.

Zu diesem Zeitpunkt war besonders deutlich, dass die HFD zu einer starkeren Auspragung der OA fiihrt

(OA-Score bei ND 2,625; bei HFD 4,666; Tabelle 11).
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Tabelle 11: Der Tibia-Score acht Wochen nach DMM-Operation. Hierbei wurde zwischen den DMM-operierten, rechten
Knien und den Knien der gesunden, unbehandelten Tiere mit jeweils entsprechender Diat verglichen.

ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 7 8 8 5
Minimum 0 0,83 0 3,33
25 % Perzentile 0 1,67 0 3,665
Median 0,17 1,915 0,085 4,67
75 % Perzentile 0,33 4,418 0,4175 5,665
Maximum 0,33 5,33 0,67 6
Mittelwert 0,1671 2,625 0,1888 4,666
Standardabweichung 0,1347 1,649 0,2596 1,055
Standardfehler des Mittelwerts 0,05093 0,5829 0,09178 0,4716

Insgesamt zeigte sich zu allen Zeitpunkten, dass die jeweiligen Kontrollgruppen (ND gesund und HFD
gesund) ein Maximum von weniger als 1 im Tibia-Score hatten. Da Veranderungen zwischen 0 und 1
am schwersten einzustufen sind, weil hier schwache Veranderungen der Farbung auch Artefakte der
Methode sein kdnnen, ist nicht davon auszugehen, dass die Tiere spontan eine Arthrose im Zeitraum
dieses Experiments entwickelt haben. Dies ist insbesondere wichtig, da bereits beschrieben ist, das

01 Dje Zeitrdume des hier

C57BI/6 Mause in hoherem Alter eine spontane OA entwickeln
durchgefiihrten Experiments liegen jedoch friher als die in der Literatur beschriebenen fiir eine

spontane OA-Entstehung.

Zunachst wurden zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten die verschiedenen Behandlungs-
gruppen beziiglich Tibia-Score verglichen. Vergleicht man die Tiere mit DMM-Induktion, so war zu
jedem Zeitpunkt die Gelenksdegradation starker bei den Tieren, welche eine HFD bekamen. Die
Unterschiede zwischen den Didten waren zwar nicht signifikant, entsprechen aber den Beobachtungen
bei Menschen®. Bezogen auf die jeweilige Vergleichsgruppe, also z. B. zum Vier-Wochen-Zeitpunkt, die
DMM-Tiere unter ND im Vergleich zu gesunden Tieren unter ND, war die Induktion der Arthrose
signifikant und das Modell somit erfolgreich (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Tibia-Score 4 (links), 6 (Mitte) oder 8 Wochen (rechts) nach der DMM-Operation, wobei der Vergleich
zwischen dem Score der DMM-operierten Beinen und den gesunden Tieren ohne Operation dargestellt ist. Der Tibia-Score
wurde durch die DMM-Operation zu jedem Zeitpunkt signifikant erhoht (4 Wochen ND p = 0,0362, HFD p = 0,0059; 6
Wochen ND p = 0,0323, HFD p = 0,0116; 8 Wochen ND p = 0,0294, HFD p = 0,0015). Es zeigte sich auBerdem, dass zu allen
Zeitpunkten der Score von Tieren mit DMM und HFD hoher war als derjenigen Tiere mit ND und DMM.

Betrachtet man nun die Entwicklung des OA-Scores Uber die Zeit, so zeigte sich ebenfalls, dass sich in
den gesunden Gruppen keine spontane OA entwickelte, welche das Modell verfalschen kénnten.
AuBerdem erreichten Tiere unter ND friiher eine Plateauphase, sodass der Unterschied zwischen den
Sechs- und Acht-Wochen-Zeitpunkten kaum vorhanden war und generell keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zeitpunkten zu sehen waren. Im Unterschied dazu stieg der OA-Score unter
HFD konstant an und die Tiere wiesen acht Wochen nach OA-Induktion signifikant starkere
Gelenkdegradation als nach vier Wochen auf (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Tibia-Score im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in C57BI/6 M&usen. Sowohl unter ND als auch
unter HFD (dargestellt in den beiden linken Grafiken) blieb der Tibia-Score bei gesunden Tieren liber die Zeit konstant bei
knapp tiber Null. Bei Tieren mit induzierter Arthrose war der Score unter ND zwar deutlich hoher als bei gesunden Tieren,
zeigte aber im Zeitverlauf keinen signifikanten Anstieg. Unter HFD (rechts) stieg der Tibia-Score allerdings im Zeitverlauf
weiter an, sodass ein signifikanter Anstieg im zwischen dem 4 und 8 Wochen Zeitpunkt sichtbar wurde (p = 0,0343).

Besonderheiten und Einzelfalle bei der Gelenkdegradation

In einigen Fallen zeigten Tiere im Meniskus Strukturen, die sich histologisch wie Knochen darstellten.
Dies trat vor allem in DMM-operierten Beinen auf, aber auch teilweise nach sham-OP oder bei
unbehandelten Tieren. In Abbildung 28 wird dies anhand eines stark geschadigten Gelenks beispielhaft
dargestellt. Der hier dargestellte, veranderte Meniskus bestand hauptsachlich aus eingewanderten
Zellen und kaum noch aus Faserknorpel. Im Zentrum zeigten sich Strukturen, welche sich wie
trabekulare Knochenareale mit Knochenmark darstellten und anfarbten (B). Auch bei der
Knorpelfarbung mit Safranin-O (C) und der Ubersichtsfarbung nach Masson-Goldner (D) sah man, dass
diese Bereiche des Meniskus nicht mehr wie Knorpelgewebe angefirbt wurden, sondern ein
Farbeverhalten wie Knochen aufwiesen.
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Abbildung 28: Verknécherung im geschidigten Meniskus einer C57Bl/6 Maus mit DMM-Operation. A zeigt den Bereich im
Gelenk, in welchem die Verkndcherungen zu finden waren (25x VergréBerung, HE Farbung). B: Im Bereich der Menisken
befinden sich Gewebestrukturen, welche sich wie trabekuldrer Knochen mit Knochenmark anfirbte (Pfeil) (50x
VergroBerung, HE-Farbung). C: Die Safranin-O-Farbung ist eine Knorpelfarbung, um darzustellen, dass die beschriebenen
Strukturen nicht angefarbt werden (Pfeil) und somit nicht aus Knorpelgewebe bestehen (100x VergroBerung). D: In der
Masson-Goldner Farbung zeigte sich eine starke Blaufarbung von mineralisiertem Knochen und eine dunkle Rotfarbung
des Knochenmarks (Pfeil) (100x VergroBerung).

Metabolische Veranderungen

Korpergewicht

Das Korpergewicht aller Mause wurde zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme bestimmt, und spater mit
anderen Parametern korreliert. Es wurde davon ausgegangen, dass die Gewichte innerhalb der
einzelnen Gruppen zufillig verteilt sind. Zur Uberpriifung wurde daher fiir die 10 Tiere, welche unter
ND und mit DMM-Operation gehalten wurden, ein Test auf Normalverteilung gemacht, welcher
negativ ausfiel (D'Agostino & Pearson omnibus normality test zeigte einen p-Wert von 0,4997). Daher
wurde im Folgenden davon ausgegangen, dass die Verteilung in allen Gruppen zufallig ist.

Bei der Auswertung der Gewichte zeigte sich, dass bei gesunden Kontrolltieren ohne operativen
Eingriff das Korpergewicht sowohl mit ND als auch mit HFD Uber die Zeit von 4 bis 8 Wochen
weitgehend konstant blieb. Dies war von Bedeutung, da fiir das Tiermodell zunachst durch die
Umstellung des Futters vor der DMM-Induktion eine metabolische Veranderung bewirkt werden sollte
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und sich dann erst die OA entwickeln sollte. Es sollten nicht beide Veranderungen parallel stattfinden.
Dies wurde Uber die Untersuchung des Gewichts der Tiere bestatigt. Die DMM-Tiere unter ND zeigten
einen konstanten Anstieg des Kérpergewichts, wobei der Unterschied zwischen Woche vier und acht
signifikant ist. Unter HFD stieg das Gewicht der DMM-Tiere zwischen Woche vier und sechs signifikant
an, sank dann jedoch wieder etwas ab (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Korpergewicht im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in C57BIl/6 Mausen mit ND bzw. HFD und
mit bzw. ohne DMM-Operation. Sowohl unter ND als auch unter HFD (dargestellt in den beiden linken Grafiken) blieb das
Korpergewicht im untersuchten Zeitraum bei gesunden Tieren iiber die Zeit relativ konstant. Bei Tieren mit induzierter
Arthrose stieg das Korpergewicht unter ND konstant an, sodass sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem 4 und 8
Wochenzeitpunkt ergab (p = 0,0116). Unter HFD und nach induzierter Arthrose stieg das Gewicht signifikant an zwischen
4 und 6 Wochen (p = 0,0189), ging dann jedoch wieder leicht zuriick.

Betrachtet man nun die verschiedenen Behandlungsgruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten, so zeigte
sich, dass vier Wochen nach OP sowohl die DMM-Tiere unter ND, als auch die unter HFD signifikant
leichter waren als die entsprechende gesunde Kontrollgruppe ohne operativen Eingriff. Der
Gewichtsverlust konnte somit auf den operativen Eingriff zuriickzufihren sein. Nach sechs und acht
Wochen war kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den DMM-Gruppen und den
entsprechenden gesunden Kontrollen ohne OP zu sehen. Die HFD-Tiere mit DMM waren zu allen
Zeitpunkten signifikant schwerer als die ND-Tiere der mit DMM (4 Wochen p = < 0,0001; 6 Wochen
p = 0,0055; 8 Wochen p =0,0263). Auch in der gesunden Kontrollgruppe ohne OP waren die HFD-Tiere
signifikant schwerer nach 4 und 8 Wochen (4 Wochen p =< 0,0001; 8 Wochen p =0,0055) jedoch nicht

signifikant nach 6 Wochen (p = 0,2807) (Abbildung 30). Die HFD zeigt somit in C57BIl/6-Ma&usen die
erwartete Gewichtszunahme.

Die Werte der Korpergewichte mit entsprechender statistischer Auswertung sind in Tabelle 12
dargestellt.
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Abbildung 30: Kérpergewicht 4 (links), 6 (Mitte) und 8 Wochen (rechts) nach der DMM-Operation. Das Korpergewicht war
bei DMMe-operierten Tieren durch die HFD immer signifikant hoher als unter ND (4 Wochen p = < 0,0001; 6 Wochen
p =0,0055; 8 Wochen p = 0,0263). Bei gesunden Tieren war das Kérpergewicht ebenfalls immer hoher unter HFD, dies war
jedoch nur zum frithen und spdten Zeitpunkt signifikant (4 Wochen p = < 0,0001; 6 Wochen p = 0,2807; 8 Wochen
p =0,0055). Die Arthrose fiihrte immer zu einer Verringerung des Gewichts im Vergleich zur entsprechenden
Kontrollgruppe, dies war allerdings nur zum friihesten Zeitpunkt signifikant (ND gesund vs. DMM p = 0,0081; HFD gesund
vs. DMM p =< 0,0001).



Tabelle 12: Kérpergewichte der verschiedenen Behandlungsgruppen vier, sechs und acht Wochen nach DMM-Operation

4 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 6 10 6 10
Minimum [g] 29,76 27,22 39,29 31,57
25 % Perzentile 30,2 27,32 40,06 34,14
Median [g] 31,83 27,8 42,48 35,42
75 % Perzentile 32,78 29,45 45,4 36,9
Maximum [g] 33,9 30,5 46,4 38,21
Mittelwert [g] 31,68 28,31 42,67 35,36
Standardabweichung 1,51 1,174 2,71 2,021
Standardfehler des Mittelwerts 0,6163 0,3712 1,106 0,6391
6 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 6 10 6 7
Minimum [g] 29,92 27,5 25,53 32,6
25 % Perzentile 30,05 28,12 35,03 36,35
Median [g] 33,47 29,85 43,78 40,57
75 % Perzentile 37,76 31,37 46,49 44,55
Maximum [g] 49,02 32,98 48,55 47,68
Mittelwert [g] 34,99 29,96 40,94 40,18
Standardabweichung 7,102 1,842 8,288 5,163
Standardfehler des Mittelwerts 2,899 0,5824 3,383 1,952
8 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 8 10 8 10
Minimum [g] 29,05 26,7 31,6 32,7
25 % Perzentile 30,81 29,33 32,48 35,53
Median [g] 31,54 31,83 38,65 36,43
75 % Perzentile 34,35 32,67 46,06 38,53
Maximum [g] 35,85 39,03 49,3 42,7
Mittelwert [g] 32,16 31,57 39,46 36,98
Standardabweichung 2,253 3,412 6,729 2,759
Standardfehler des Mittelwerts 0,7966 1,079 2,379 0,8726
X
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Leber-Score
Bei der Erstellung des Leber-Scores zeigte sich, dass die verfetteten Leberzellen teilweise in Clustern
vorlagen, teilweise aber auch gleichmaRig verteilt waren (Abbildung 31).

(

Cluster) .. ..HFD

L HFD

Abbildung 31: Histologische Ubersichtsfarbung (H/E) der Leber zur Auswertung der Verfettung des Gewebes im Vergleich
zwischen HFD und ND. Links die Leber eines gesunden Tiers unter ND zeigte keine Fettvakuolen innerhalb der Zellen. Unter
HFD (Mitte und rechts) waren Fettvakuolen in den Zellen sichtbar, je nachdem, ob der Leberlappen der Lange nach oder
quer geschnitten wurde, waren die Fettvakuolen in Clustern angeordnet oder gleichmaRig verteilt.

Der Grad der Verfettung der Leber wurde wie auf Seite 35 beschrieben gescored. Hierbei zeigt sich,
dass die Kontrolltiere (komplett ohne OP) Uber die Zeit keine Veranderungen des Leber-Scores
aufweisen (Abbildung 32). Auch Tiere der DMM-Gruppe unter ND hatten einen konstanten Leber-
Score Uber die Zeit. Bei der Kombination von DMM und HFD stieg der Leber-Score tiber die Zeit an und
unterschied sich signifikant zwischen dem 4- und 8-Wochen-Zeitpunkt (Abbildung 32, rechts). Dabei
war der Vier-Wochen-Zeitpunkt der DMM/HFD deutlich niedriger als in der HFD/gesunden
Kontrollgruppe, tber die Zeit glich sich der Leber-Score dann etwa an den dieser Kontrollgruppe, also
den gesunden Tiere mit HFD, an.

ND gesund HFD gesund ND DMM HFD DMM
ns
_ns_ .
4- 4, 4 47 e
L 3 2 3 s g 31 s g 3
§2{ _m § 2 g 2° g *| 3
-] K] s 0 * 0 *
3 1] s 4o 3 1] s 4o 3 1&010? 3 1 .
% & * S
o-—e—i—-— 0- 0- o-
S S S S S O S S O S &
&o &oo&e &o &o &o O&o O&o é@ o‘"& o&o &o
A0 Q% A0 Q% A0 Q% € Q0
o0 9 6 9  © 6 9

Abbildung 32: Leber-Score im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in C57BI/6 M3usen mit ND bzw. HFD und mit
bzw. ohne DMM-Operation. Bei den gesunden Tieren und auch den Tieren unter ND kombiniert mit Arthroseinduktion,
veranderte sich der Leber-Score nicht signifikant im Zeitverlauf. Wenn eine Arthrose induziert wurde und die Tiere eine
HFD bekamen (rechts), stieg der Leber-Score liber die Zeit an, sodass ein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren
nach 4 und 8 Wochen darstellbar ist (p = 0,0246).
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Der Vergleich der Leber-Scores zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen, also ND gesund mit HFD
gesund und ND DMM mit HFD DMM zum jeweiligen Zeitpunkt, zeigte, dass dieser durch die HFD immer
erhoht wird, in flinf Fallen signifikant, im letzten nicht (Abbildung 33). Hierdurch wurde bestatigt, dass
die HFD die Physiologie der Leber und somit auch den Metabolismus der Tiere deutlich beeinflusste
und veranderte.
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Abbildung 33: Leber-Score 4 (links), 6 (Mitte) und 8 Wochen (rechts) nach DMM-Operation in C57BI/6 Madusen mit ND bzw.
HFD. Der Leber-Score war immer erhoht unter HFD im Vergleich zur entsprechenden ND Gruppe, dies war nach 4 und 8
Wochen immer signifikant, nach 6 Wochen nur bei den gesunden Tieren signifikant. (4 Wochen ND gesund vs. HFD gesund
p =0,0010, ND DMM vs. HFD DMM p = 0,0226; 6 Wochen ND gesund vs. HFD gesund p = 0,0006, ND DMM vs. HFD DMM
p =0,0593; 8 Wochen ND gesund vs. HFD gesund p = 0,0054, ND DMM vs. HFD DMM p = 0,0031).

Die Werte der Leber-Scores sind in Tabelle 13 aufgefihrt.
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Tabelle 13: Leber-Score der verschiedenen Behandlungsgruppen vier, sechs und acht Wochen nach DMM-Operation

4 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 6 10 6 10
Minimum 0 0,5 1,5 1,5

25 % Perzentile 0,375 0,5 1,875 1,5
Median 0,75 1 2,75 2

75 % Perzentile 1 1 4 2
Maximum 1 2 4 2
Mittelwert 0,6667 0,9 2,833 1,8
Standardabweichung 0,4082 0,4595 1,033 0,2582
Standardfehler des Mittelwerts 0,1667 0,1453 0,4216 0,08165

6 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 6 10 6 7
Minimum 0 0,5 1 1,5

25 % Perzentile 0 1 1,75 2

Median 0,25 1 3 2

75 % Perzentile 0,625 1 3,125 3
Maximum 1 1,5 3,5 3
Mittelwert 0,3333 1 2,583 2,286
Standardabweichung 0,4082 0,2357 0,9174 0,5669
Standardfehler des Mittelwerts 0,1667 0,07454 0,3745 0,2143

8 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 8 10 8 10
Minimum 0,5 0,5 1 1

25 % Perzentile 0,5 0,875 1,125 2

Median 0,5 1 2 2,75

75 % Perzentile 0,875 1 2,5 3,25
Maximum 1 1 3 4
Mittelwert 0,625 0,9 1,938 2,65
Standardabweichung 0,2315 0,2108 0,7289 0,9443
Standardfehler des Mittelwerts 0,08183 0,06667 0,2577 0,2986

Um auszuschlieBen, dass die Tiere eine Leberfibrose entwickelt haben, welche den Leber-Score oder
auch generell den Gesundheitszustand der Tiere beeinflussen kdnnte, wurden histologische Schnitte
von den Lebern einiger Tiere nach Masson-Goldner gefarbt. Dabei wirden sich fibrotische
Veranderungen blau darstellen. Es konnte jedoch in keinem der untersuchten Gewebe eine Fibrose
nachgewiesen werden (Abbildung 34).

69



Abbildung 34: Masson-Goldner Farbung der Leber (links ND gesund, rechts HFD gesund) zum Auschluss einer fibrotischen
Verdanderung des Lebergewebes. Wire eine fibrotische Veranderung vorhanden, so wiirde sich diese blau darstellen.

Toluidinblau-Férbung — chronic low-grade inflammation

Durch die Farbung des Fettgewebes mit Toluidinblau zeigte sich, dass bei Tieren, welche mit ND
gefiittert wurden, die Adipozyten relativ klein und gleichmaRig verteilt waren, wahrend durch die
Fltterung mit HFD die Adipozyten deutlich groBer waren und weitere Zellen in das Gewebe
einwanderten, die sog. ,,crown-like structures” (CLS) ausbildeten (Abbildung 35). Diese wurden bereits
von anderen Forschungsgruppen immunhistologisch charakterisiert. So wurde von Xu et al. gezeigt,
dass es sich bei den infiltrierten Zellen um Makrophagen handelt®. Zihlte man die Anzahl der
Adipozyten in einem bestimmten Gesichtsfeld und bestimmte die prozentuale Anzahl derjenigen
Zellen, welche CLS aufzeigten, so zeigte sich beim Vergleich der gesunden (ohne DMM) Tiere mit ND
und HFD eine signifikante Erhohung der CLS durch die HFD (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Histologische Farbung des Fettgewebes mit Toluidinblau zur Quantifizierung der crown-like structures. Das
Fettgewebe veridndert sich durch die HFD, sodass die Adipozyten deutlich vergroBert werden (beide Abbildungen links und
Mitte 100x VergroRerung) und mehr Zellen zwischen die Adipozyten einwandern. Pro Bildausschnitt sind signifikant mehr
dieser von eigenwanderten Zellen umgebenen Adipozyten (CLS) unter HFD als unter ND (rechts).

Systemische Adipokinspiegel
Um eine systemische Entziindung zum Zeitpunkt der Analyse und eine daraus resultierende

Verfalschung der Daten auszuschlieRen, wurde bei allen Tieren die IL-6-Konzentration im Serum
[ N )
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mittels ELISA gemessen. Das verwendete Kit ist so ausgelegt, dass gesunde IL-6-Konzentrationen
unterhalb des Detektionslimits liegen, bei systemischer Entziindung jedoch IL-6 detektiert wird. Fir
alle Tiere der DMM-Serie konnte wie erwartet im Gegensatz zur CIA kein IL-6 gemessen und somit eine
systemische Entzlindung ausgeschlossen werden.

Adiponektin

Die Serumspiegel von Adiponektin unterschieden sich zwischen den meisten Gruppen nicht signifikant.
Vier und sechs Wochen nach Arthroseinduktion waren keine signifikanten Unterschiede vorhanden.
Erst nach acht Wochen wiesen die gesunden Kontrollmause unter HFD einen signifikant niedrigeren
Adiponektinspiegel als diejenigen unter ND auf. Einzig zum spatesten Zeitpunkt fiihrte die DMM-
Induktion zur Erhéhung des Adiponektins und war in Kombination mit HFD signifikant, jedoch nicht
unter ND (p = 0,0008) (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Serologische Adiponektinspiegel 4, 6 und 8 Wochen nach DMM-OP in C57BI/6 M&usen mit ND bzw. HFD.
Nach 4 (links) und 6 (Mitte) Wochen waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen sichtbar. Am spatesten Zeitpunkt, 8 Wochen nach DMM-OP, war in den gesunden Kontrollgruppen
eine signifikante Herunterregulation des Adiponektins durch HFD im Vergleich zu ND sichtbar (p = 0,0127). Unter HFD
zeigte sich auBerdem 8 Wochen nach DMM-OP eine signifikante Erh6hung des Adiponektins durch die DMM Induktion
(p = 0,0008).

In den gesunden Kontrolltieren ohne OP veranderte sich der Adiponektinspiegel Gber die Zeit nicht
signifikant, sowohl unter HFD als auch ND. Der Verlauf der Arthrose unter DMM fiihrte jedoch bei
Tieren mit ND zu einem konstanten Anstieg und zu einem signifikant héheren Adiponektinspiegel nach

acht Wochen, im Vergleich zum Vier-Wochen-Zeitpunkt (Abbildung 37). Die Konzentration von
Adiponektin im Serum wurden mittels ELISA gemessen und sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Abbildung 37: Serologische Adiponektinspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in C57Bl/6 M&usen mit
ND bzw. HFD und mit bzw. ohne DMM-Operation. Innerhalb der gesunden Tiergruppen zeigte sich im Verlauf keine
Verdanderung an, wohingegen nach DMM-Operation der Adiponektinspiegel zwischen der vierten und achten Woche
anstieg, was sich unter ND in einem signifikanten Unterschied zwischen 4 und 8 Wochen (p = 0,0419) und unter HFD in

einem signifikanten Unterschied zwischen 6 und 8 Wochen (p = 0,0103) zeigte.
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Tabelle 14: Serologische Adiponektinspiegel der verschiedenen Behandlungsgruppen vier, sechs und acht Wochen nach

DMM-Operation

4 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 7 3 5
Minimum [ng/ml] 5134 4168 5410 5359

25 % Perzentile 5134 4735 5410 5361
Median [ng/ml] 6690 5690 5975 5669

75 % Perzentile 6749 6381 6399 5817
Maximum [ng/ml] 6749 6512 6399 5940
Mittelwert [ng/ml] 6191 5486 5928 5605
Standardabweichung 915,8 858,2 496,1 246,6
Standardfehler des Mittelwerts 528,7 324,4 286,4 110,3

6 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 5 3 6
Minimum [ng/ml] 6435 4929 4653 3718

25 % Perzentile 6435 5204 4653 3810
Median [ng/ml] 6639 5526 6264 5316

75 % Perzentile 6800 6459 6309 5745
Maximum [ng/ml] 6800 6703 6309 5790
Mittelwert [ng/ml] 6625 5770 5742 4952
Standardabweichung 182,7 692,9 943,2 930,8
Standardfehler des Mittelwerts 105,5 309,9 544,6 380

8 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 8 4 5
Minimum [ng/ml] 5764 6001 4743 5764

25 % Perzentile 5764 6210 4785 5894
Median [ng/ml] 6228 6282 5168 6421

75 % Perzentile 6291 6461 5576 6619
Maximum [ng/ml] 6291 6933 5625 6754
Mittelwert [ng/ml] 6094 6359 5176 6290
Standardabweichung 287,7 273,7 417,7 393
Standardfehler des Mittelwerts 166,1 96,77 208,9 175,7

Leptin

Die systemischen Leptinwerte reagierten vor allem auf die HFD, demnach war in allen

Vergleichsgruppen der Leptinspiegel bei HFD im Vergleich zur ND héher und dies war stets signifikant,

mit Ausnahme der DMM-Tiere nach 8 Wochen. Vergleichsgruppe bedeutet in diesem Zusammenhang,

dass gesunde Tiere mit gesunden Tieren zum selben Zeitpunkt aber mit der jeweils anderen Diat

verglichen werden. Da bereits beschrieben wurde, dass Insulinresistenz mit Leptinresistenz

einhergeht!®, stellen diese Ergebnisse ein starkes Indiz fir eine induzierte Insulinresistenz durch die

HFD dar. Die Leptinwerte reagierten aber auch auf die OA-Induktion, sodass DMM-Tiere stets einen

niedrigeren Leptinspiegel aufwiesen als die entsprechende Kontrollgruppe ohne OP unter HFD sowie
ND, dies ist jedoch nur zum friihesten Zeitpunkt unter HFD signifikant (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Serologische Leptinspiegel 4, 6 und 8 Wochen nach DMM-OP in C57BI/6 Miusen mit ND bzw. HFD. Deutlich
sichtbar war zu jedem Zeitpunkt die Hochregulation des Leptinspiegels durch HFD im Vergleich zur entsprechenden
Behandlungsgruppe (4 Wochen ND gesund vs. HFD gesund p = < 0,0001, ND DMM vs. HFD DMM p = 0,0028; 6 Wochen ND
gesund vs. HFD gesund p = 0,0036, ND DMM vs. HFD DMM p = 0,0223; 8 Wochen ND gesund vs. HFD gesund p = 0,0095,
ND DMM vs. HFD DMM p = 0,2292). AuBerdem wurde der Leptinspiegel durch die Arthroseinduktion reduziert, dies war
zwar konsistent bei allen DMM Gruppen im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle, jedoch nur unter HFD nach 4 Wochen
signifikant (p = 0,0001).

Betrachtet man die Entwicklung der Leptinspiegel lber die Zeit, so zeigte sich insgesamt ein sehr
homogenes Bild bei der ND (Abbildung 38). Die gesunden Kontrolltiere zeigten keine signifikanten
Anderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten, wobei allerdings die Streuung der Leptin-Einzelwerte
unter HFD erhoht war, dies zeigt sich ebenso bei Kombination von DMM und HFD.

Unter ND stieg der Leptinspiegel im Verlauf der OA bei den DMM-Tieren kontinuierlich an, sodass nach
acht Wochen signifikant mehr Leptin messbar war als nach vier Wochen. Dieser Effekt ging durch die
Einfllisse der HFD verloren (Abbildung 39). Die Leptinwerte im Serum wurden mittels ELISA gemessen
und sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Abbildung 39: Serologische Leptinspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in C57BI/6 M&dusen mit ND
bzw. HFD und mit bzw. ohne DMM-Operation. Dabei zeigten sich in den gesunden Tieren unter beiden Didten keine
Verdanderungen liber die Zeit, wohingegen unter ND nach DMM der Leptinspiegel im Verlauf anstieg (signifikanter
Unterschied zwischen 4 und 8 Wochen p = 0,0060). Unter HFD waren die Werte stdrker gestreut, sodass sich keine
Signifikanz ergab.
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Tabelle 15: Serologische Leptinspiegel der verschiedenen Behandlungsgruppen vier, sechs und acht Wochen nach DMM-
Operation

4 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 7 3 5
Minimum [ng/ml] 11,91 1,666 74,73 11,05
25 % Perzentile 11,91 1,875 74,73 20,15
Median [ng/ml] 14,33 2,79 79,77 32,42
75 % Perzentile 29,03 3,394 106,3 47,55
Maximum [ng/ml] 29,03 4,976 106,3 59,48
Mittelwert [ng/ml] 18,42 2,882 86,94 33,56
Standardabweichung 9,267 1,134 16,97 17,34
Standardfehler des Mittelwerts 5,35 0,4285 9,798 7,753
6 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 5 3 6
Minimum [ng/ml] 16,13 4,217 84,96 5,752
25 % Perzentile 16,13 4,47 84,96 21,55
Median [ng/ml] 17,94 7,061 92,69 59,95
75 % Perzentile 23,42 17,15 105,8 78,73
Maximum [ng/ml] 23,42 20,7 105,8 92,12
Mittelwert [ng/ml] 19,16 10,06 94,47 53,14
Standardabweichung 3,797 7,024 10,52 32,58
Standardfehler des Mittelwerts 2,192 3,141 6,074 13,3
8 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 8 4 5
Minimum [ng/ml] 8,844 5,266 17,2 25,68
25 % Perzentile 8,844 7,921 28,27 26,51
Median [ng/ml] 16,8 11,49 63,98 27,85
75 % Perzentile 20,18 22,91 85,82 40,13
Maximum [ng/ml] 20,18 25,77 92,26 51,54
Mittelwert [ng/ml] 15,27 14,42 59,35 32,23
Standardabweichung 5,818 8,017 31,17 10,85
Standardfehler des Mittelwerts 3,359 2,834 15,59 4,853
X
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Visfatin
Visfatin veranderte sich in den Modellen nur gering, so waren bei Visfatin weder durch die Didten noch

durch die DMM-Induktion Veranderungen sichtbar (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Serologische Visfatinspiegel 4, 6 und 8 Wochen nach DMM-OP in C57BI/6 Miusen mit ND bzw. HFD.
Insgesamt zeigten sich kaum Verdanderungen der Visfatinspiegel, sowohl durch die Diat als auch durch die Arthrose.

Im Zeitverlauf zeigte sich, dass gesunde Tiere unter ND einen leichten Abfall des Visfatinlevels
aufwiesen. Die Werte der gesunden Tiere unter HFD waren deutlich starker gestreut (groRere
Standardabweichung) als diejenigen unter ND, zeigten aber ansonsten keine Veranderung lber die
Zeit. Bei Kombination von ND und DMM sank der Visfatinspiegel kontinuierlich Gber die Zeit ab, wobei
der Unterschied zwischen dem 4- und 8-Wochen-Zeitpunkt signifikant war. Dieser Effekt war unter
HFD nicht mehr sichtbar, hier war die Streuung der Werte nach sechs Wochen zu grof3, um eine
gerichtete Entwicklung abbilden zu kénnen (Abbildung 41). Die einzelnen Werte sind in Tabelle 16

zusammengefasst.
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Abbildung 41: Serologische Visfatinspiegel im Zeitverlauf innerhalb der Behandlungsgruppen in C57Bl/6 M3usen mit ND
bzw. HFD und mit bzw. ohne DMM-Operation. In gesunden Tieren unter ND (links) zeigte sich im Zeitverlauf eine
Abwaértsentwicklung, welche jedoch nicht signifikant war. Unter HFD (Mitte links) waren die Werte breiter gestreut und es
war in der gesunden Kontrollgruppe keine Verdanderung zwischen den Zeitpunkten messbar. Unter ND zeigte sich in der
Gruppe mit Arthrose (Mitte rechts) eine Abwartsentwicklung, wobei die Differenz zwischen 4 Wochen und 8 Wochen
signifikant war (p = 0,0162). Unter HFD (rechts) zeigte sich, dass die Werte zum 6-Wochen-Zeitpunkt verhaltnismaRig stark
gestreut waren, sodass der Mittelwert zwar hoher war als der, der beiden anderen Zeitpunkte, dies war jedoch nicht

signifikant.
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Tabelle 16: Serologische Visfatinspiegel der verschiedenen Behandlungsgruppen vier, sechs und acht Wochen nach DMM-

Operation
4 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 8 3 7
Minimum [ng/ml] 34,2 22,61 26,31 21,46
25 % Perzentile 34,2 52,27 26,31 24,56
Median [ng/ml] 37,79 57,64 32,53 47,42
75 % Perzentile 94,57 126,6 53,85 50,61
Maximum [ng/ml] 94,57 154,8 53,85 81,66
Mittelwert [ng/ml] 55,52 75,86 37,56 44,47
Standardabweichung 33,87 48,32 14,44 20,32
Standardfehler des Mittelwerts 19,55 17,08 8,339 7,681
6 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 3 6 3 7
Minimum [ng/ml] 20,46 16,1 14,81 17,03
25 % Perzentile 20,46 26,32 14,81 23,67
Median [ng/ml] 33,97 54,46 25,52 56,33
75 % Perzentile 63,09 59,39 129,3 110,5
Maximum [ng/ml] 63,09 59,85 129,3 128,9
Mittelwert [ng/ml] 39,17 45,64 56,53 67,26
Standardabweichung 21,79 18,51 63,21 46,8
Standardfehler des Mittelwerts 12,58 7,555 36,49 17,69
8 Wochen ND gesund ND DMM HFD gesund HFD DMM
Anzahl der Werte pro Gruppe (n-Zahl) 4 7 4 3
Minimum [ng/ml] 1,84 5,07 11,28 25,79
25 % Perzentile 4,153 10,63 16,09 25,79
Median [ng/ml] 13,01 21,31 37,16 26,29
75 % Perzentile 16,85 30,05 103,7 26,48
Maximum [ng/ml] 17,49 47,8 123,7 26,48
Mittelwert [ng/ml] 11,34 23,41 52,32 26,19
Standardabweichung 6,854 13,95 49,41 0,3564
Standardfehler des Mittelwerts 3,427 5,272 24,71 0,2058

Korrelationsanalysen

Grundsatzlich zeigt die Korrelation zweier Parameter an, ob ein Zusammenhang zwischen diesen
besteht, es ist jedoch in Bezug auf die hier vorgestellten Daten wichtig zu bedenken, dass dieser
Zusammenhang nicht unbedingt einen Ursache-Wirkungs-Zusammenhang darstellt. Deshalb werden
im Folgenden zunéchst die rechnerischen Korrelationen dargestellt und spater wird in der Diskussion

darauf eingegangen, inwiefern diesen eine Bedeutung zukommen kénnte, cum hoc non est propter hoc
(lat.: ,,mit diesem ist nicht deswegen”). Im Folgenden wird ab einem r? von 0,3 oder mehr von einer
Korrelation ausgegangen (in den Tabellen hervorgehoben), dabei zeigt die Héhe des Wertes den Grad

der Korrelation an.
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Tibia-Score

Im Hinblick auf die Korrelationen zum Tibia-Score (Tabelle 17) fiel auf, dass lediglich innerhalb der
Gruppe der DMM-operierten Tiere ein Zusammenhang zum Korpergewicht bestand und dieser mit
einem r? von 0,33 nicht sehr ausgepragt war. Die Punkteverteilung in der grafischen Darstellung
bestarkte diesen Zusammenhang und lasst vermuten, dass ein erhohtes Gewicht die Progression der
OA verstarkte (Abbildung 42). Interessanterweise korrelierte in diesem Datensatz der Tibia-Score zwar
mit dem Koérpergewicht (r? = 0,33), jedoch nicht mit dem Leber-Score (r? = 0,23) und dem Leptinspiegel
(r?2 = 0,25), obwohl sowohl der Leber-Score als auch Leptinspiegel durch die HFD bzw. Anderung des
Koérpergewichts beeinflusst wurden.

Tabelle 17: Korrelationen aller gemessenen Parameter mit dem Tibia-Score (r*> > 0,3 fett) mit verschiedenen
Zusammensetzungen der eingeschlossenen Tiergruppen

2

x-Achse y-Achse Eingeschlossene Tiere r

Tibia-Score | Leptin Alle 0,00782
Tibia-Score | Adiponektin Alle 0,00006
Tibia-Score | Visfatin Alle 0,00841
Tibia-Score | Leber-Score Alle 0,01476
Tibia-Score | Korpergewicht Alle 0,05071
Tibia-Score | Leptin DMM 0,25480
Tibia-Score | Adiponektin DMM 0,02202
Tibia-Score | Visfatin DMM 0,00002
Tibia-Score | Leber-Score DMM 0,23040
Tibia-Score | Kérpergewicht DMM 0,32760
Tibia-Score | Leptin Gesunde Kontrollen 0,00773
Tibia-Score | Adiponektin Gesunde Kontrollen 0,29330
Tibia-Score | Visfatin Gesunde Kontrollen 0,11960
Tibia-Score | Leber-Score Gesunde Kontrollen 0,03810
Tibia-Score | Korpergewicht Gesunde Kontrollen 0,00270
Tibia-Score | Leptin ND 0,00429
Tibia-Score | Adiponektin ND 0,00159
Tibia-Score | Visfatin ND 0,00673
Tibia-Score | Leber-Score ND 0,01924
Tibia-Score | Korpergewicht ND 0,01736
Tibia-Score | Leptin HFD 0,19580
Tibia-Score | Adiponektin HFD 0,00561
Tibia-Score | Visfatin HFD 0,00726
Tibia-Score | Leber-Score HFD 0,04065
Tibia-Score | Korpergewicht HFD 0,12920
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Abbildung 42: Korrelation zwischen Tibia-Score und Korpergewicht, einbezogen sind hier diejenigen Tiere mit OA-
Induktion (DMM)

Kérpergewicht

Das zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme gewogene Kérpergewicht der Mause korrelierte mit den
Leptinspiegeln, wenn alle Tiere betrachtet werden (r? = 0,33), bzw. die DMM-Tiere (r? = 0,76)(Tabelle
18).

Die Korrelation mit dem Tibia-Score wurde bereits im vorangegangenen Abschnitt besprochen (Seite
80 und Abbildung 42). In der Gruppe der DMM-Tiere korrelierte das Kérpergewicht aufRerdem mit dem
Leber-Score mit einem r? von 0,55.
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Tabelle 18: Korrelationen aller Werte mit dem Kérpergewicht (r? > 0,3 Fett) mit verschiedenen Zusammensetzungen der

eingeschlossenen Tiergruppen

2

x-Achse y-Achse Eingeschlossene Tiere r
Korpergewicht | Leptin Alle 0,33460
Koérpergewicht | Adiponektin  Alle 0,00689
Korpergewicht | Visfatin Alle 0,01021
Kérpergewicht Leber-Score  Alle 0,28650
Korpergewicht | Tibia-Score  Alle 0,03658
Korpergewicht | Leptin DMM 0,76250
Korpergewicht | Adiponektin DMM 0,02528
Kérpergewicht Visfatin DMM 0,00223
Korpergewicht | Leber-Score DMM 0,55020
Korpergewicht | Tibia-Score = DMM 0,32760
Korpergewicht | Leptin Gesunde Kontrollen 0,05491
Koérpergewicht | Adiponektin  Gesunde Kontrollen 0,00155
Korpergewicht | Visfatin Gesunde Kontrollen 0,06414
Koérpergewicht Leber-Score  Gesunde Kontrollen 0,07181
Korpergewicht | Tibia-Score  Gesunde Kontrollen 0,00270
Koérpergewicht | Leptin ND 0,01503
Korpergewicht | Adiponektin ND 0,12220
Koérpergewicht | Visfatin ND 0,01282
Korpergewicht | Leber-Score  ND 0,01503
Koérpergewicht | Tibia-Score ND 0,01736
Korpergewicht | Leptin HFD 0,09380
Koérpergewicht | Adiponektin HFD 0,00036
Korpergewicht | Visfatin HFD 0,05405
Korpergewicht | Leber-Score  HFD 0,02803
Korpergewicht | Tibia-Score HFD 0,08345

Die Korrelation zwischen Kérpergewicht und Leptin (Abbildung 43) passten zu den bereits publizierten
Daten von Pereira et al., welche bereits von serologischen Studien mit humanen Proben bekannt sind®
und bestatigte damit die Vergleichbarkeit der metabolischen Verdnderungen zwischen Maus und
Mensch in Bezug auf dieses Adipokin.
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Abbildung 43: Betrachtet man alle Tiere der DMM-Studie, mit beiden Didten und auch mit und ohne Arthrose, so zeigte
sich eine Korrelation zwischen Kérpergewicht und Leptin mit einem r? von 0,3346.

Leber-Score

Der Leber-Score diente in erster Linie dazu, die metabolischen Verdanderungen durch die
verschiedenen Didten zu quantifizieren. So erklart sich auch, dass der Leber-Score vor allem mit den
Werten korrelierte, welche ebenfalls hauptsachlich durch den Metabolismus beeinflusst wurden, wie
dem Leptinspiegel oder dem Korpergewicht (Tabelle 19). Interessanterweise korrelierte der Leber-
Score in gesunden Tieren vor allem mit dem Leptinspiegel (r? = 0,84), weniger ausgepragt mit dem
Kérpergewicht (r? = 0,07), wahrend bei den DMM-Tieren die Korrelation mit Leptin etwas schwacher
war (r? = 0,45), dafiir aber eine gute Korrelation mit dem Koérpergewicht (r? = 0,55) aufwies. Betrachtet
man alle Tiere, so zeigte sich vor allem eine Korrelation mit dem Leptinspiegel (r> = 0,62) (Abbildung
44). Auch wenn man nur diejenigen Tiere betrachtet, welche eine HFD bekamen, wurde die Korrelation
zwischen Leber-Score und Leptin mit r? = 0,4 bestatigt.
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Tabelle 19: Korrelationen aller Werte mit dem Leber-Score (r> > 0,3 fett) mit verschiedenen Zusammensetzungen der

eingeschlossenen Tiergruppen

2

x-Achse y-Achse Eingeschlossene Tiere r
Leber-Score | Leptin Alle 0,61530
Leber-Score | Adiponektin Alle 0,04377
Leber-Score | Visfatin Alle 0,00007
Leber-Score | Tibia-Score Alle 0,01476
Leber-Score | Korpergewicht  Alle 0,28650
Leber-Score | Leptin DMM 0,45120
Leber-Score | Adiponektin DMM 0,03364
Leber-Score | Visfatin DMM 0,00219
Leber-Score | Tibia-Score DMM 0,23040
Leber-Score | Korpergewicht DMM 0,55020
Leber-Score | Leptin Gesunde Kontrollen 0,83660
Leber-Score | Adiponektin Gesunde Kontrollen 0,09759
Leber-Score | Visfatin Gesunde Kontrollen 0,00909
Leber-Score | Tibia-Score Gesunde Kontrollen 0,03810
Leber-Score | Korpergewicht Gesunde Kontrollen 0,07181
Leber-Score | Leptin ND 0,03526
Leber-Score | Adiponektin ND 0,11740
Leber-Score | Visfatin ND 0,02175
Leber-Score | Tibia-Score ND 0,01924
Leber-Score | Koérpergewicht ND 0,01503
Leber-Score | Leptin HFD 0,39890
Leber-Score | Adiponektin HFD 0,11610
Leber-Score | Visfatin HFD 0,02653
Leber-Score | Tibia-Score HFD 0,04065
Leber-Score | Korpergewicht  HFD 0,02803
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Abbildung 44: Betrachtet man alle Tiere der DMM-Studie mit beiden Didten und mit und ohne Arthrose, so zeigte sich eine
Korrelation zwischen Leber-Score und Leptin mit einem r? von 0,6153.
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Adiponektin

Der Adiponektinspiegel im Mausserum zeigte keine Korrelationen zu allen anderen gemessenen
Parametern (Tabelle 20). Dabei spielte es keine Rolle, welche Tiere in diese Auswertung eingeschlossen
wurden.

Tabelle 20: Korrelationen aller Werte mit serologischen Adiponektinspiegel (r> > 0,3 fett) mit verschiedenen

Zusammensetzungen der eingeschlossenen Tiergruppen

2

x-Achse y-Achse Eingeschlossene Tiere r

Adiponektin | Leptin Alle 0,04036
Adiponektin | Tibia-Score Alle 0,00006
Adiponektin | Visfatin Alle 0,05432
Adiponektin | Leber-Score Alle 0,04377
Adiponektin | Kérpergewicht Alle 0,00689
Adiponektin | Leptin DMM 0,02231
Adiponektin | Tibia-Score DMM 0,02202
Adiponektin | Visfatin DMM 0,01908
Adiponektin | Leber-Score DMM 0,03364
Adiponektin | Kérpergewicht DMM 0,02528
Adiponektin | Leptin Gesunde Kontrollen 0,20460
Adiponektin | Tibia-Score Gesunde Kontrollen 0,29330
Adiponektin | Visfatin Gesunde Kontrollen 0,14140
Adiponektin | Leber-Score Gesunde Kontrollen 0,09759
Adiponektin | Kérpergewicht Gesunde Kontrollen 0,00155
Adiponektin | Leptin ND 0,18670
Adiponektin | Tibia-Score ND 0,00159
Adiponektin | Visfatin ND 0,06996
Adiponektin | Leber-Score ND 0,11740
Adiponektin | Kérpergewicht ND 0,12220
Adiponektin | Leptin HFD 0,00364
Adiponektin | Tibia-Score HFD 0,00561
Adiponektin | Visfatin HFD 0,02598
Adiponektin | Leber-Score HFD 0,11610
Adiponektin | Kérpergewicht HFD 0,00036

Leptin

Der serologische Leptinspiegel (Tabelle 21) korrelierte vor allem mit metabolischen Parametern wie
dem Leber-Score und dem Kérpergewicht. Dies wurde besonders deutlich, wenn alle Tiere einbezogen
wurden (Leber-Score: r? = 0,62; Kérpergewicht: r? = 0,33) sowie bei den DMM-Tieren (Leber-Score:
r?2 = 0,45; Kérpergewicht: r>=0,76). Wenn nur die gesunden Tiere ohne Operation einbezogen wurden,
korrelierte der Leptinspiegel besonders gut mit dem Leber-Score (r? = 0,84) jedoch nicht mehr mit
anderen Parametern.
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Tabelle 21: Korrelationen aller Werte mit serologischen Leptinspiegeln (r> > 0,3 Fett) mit verschiedenen
Zusammensetzungen der eingeschlossenen Tiergruppen

x-Achse y-Achse Eingeschlossene Tiere r?
Leptin Tibia-Score Alle 0,00782
Leptin Adiponektin Alle 0,04036
Leptin Visfatin Alle 0,01027
Leptin Leber-Score Alle 0,61530
Leptin | Kérpergewicht Alle 0,33460
Leptin Tibia-Score DMM 0,25480
Leptin Adiponektin DMM 0,02231
Leptin Visfatin DMM 0,02294
Leptin Leber-Score DMM 0,45120
Leptin | Kérpergewicht DMM 0,76250
Leptin Tibia-Score Gesunde Kontrollen 0,00773
Leptin Adiponektin Gesunde Kontrollen 0,20460
Leptin Visfatin Gesunde Kontrollen 0,03760
Leptin Leber-Score Gesunde Kontrollen 0,83660
Leptin Korpergewicht  Gesunde Kontrollen 0,05491
Leptin Tibia-Score ND 0,00429
Leptin Adiponektin ND 0,18670
Leptin Visfatin ND 0,14880
Leptin Leber-Score ND 0,03526
Leptin Korpergewicht ND 0,11280
Leptin Tibia-Score HFD 0,19580
Leptin Adiponektin HFD 0,00364
Leptin Visfatin HFD 0,03575
Leptin | Leber-Score HFD 0,39890
Leptin Koérpergewicht  HFD 0,09380

Anhand der Leptinwerte wurde auch deutlich, warum die Korrelationen der metabolischen Parameter
relativ schlecht waren, wenn man jeweils die Tiere mit ND oder HFD (Gesunde Kontrollen) separat
auswertete. In Abbildung 45 sieht man, wie sich die Verteilung der Punkte auf der x-Achse in zwei
»Cluster” aufteilt. Somit wertet man innerhalb einer Didt-Gruppe immer nur einen sehr kurzen Bereich
auf der x-Achse aus. Betrachtete man aber alle Tiere, also auch diejenigen mit DMM, so wurde diese
Aufteilung durch die erhdhte n-Zahl und die zusatzlichen Einfliisse reduziert und die Korrelationen
wurden besser sichtbar.
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Abbildung 45: Korrelation zwischen Leptin und Koérpergewicht unter Einbezug aller Tiere im Vergleich zur Auswertung
lediglich unter Einbezug der gesunden Tiere ohne Arthritisinduktion. Dabei zeigt sich, dass beim Betrachten aller Tiere
Korpergewicht und Leptin miteinander korrelieren (r? = 0,3346), dies jedoch mathematisch nicht mehr darstellbar ist, wenn
nur die gesunden Tiere einbezogen werden, da sich hier die Werte nicht iiber die x-Achse verteilen, sondern in Gruppen
nach den verschiedenen Didten zusammenfassen. Dies zeigt, dass in Bezug auf Leptin die Arthrose den Effekt der Diat
teilweise auflost, sodass die klare Trennung in zwei Punktwolken nicht mehr darstellbar ist.
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Visfatin
Visfatin zeigte genau wie Adiponektin (Tabelle 20) keine Korrelationen zu allen anderen gemessenen
Parametern.

Tabelle 22: Korrelationen aller Werte mit serologischem Visfatinspiegel (r> > 0,3 Fett) mit verschiedenen
Zusammensetzungen der eingeschlossenen Tiergruppen

x-Achse y-Achse Eingeschlossene Tiere r?

Visfatin | Leptin Alle 0,01027
Visfatin | Adiponektin Alle 0,05432
Visfatin | Tibia-Score Alle 0,00841
Visfatin | Leber-Score Alle 0,00007
Visfatin | Korpergewicht Alle 0,01021
Visfatin | Leptin DMM 0,02294
Visfatin | Adiponektin DMM 0,01908
Visfatin | Tibia-Score DMM 0,00002
Visfatin | Leber-Score DMM 0,00219
Visfatin | Korpergewicht DMM 0,00223
Visfatin | Leptin Gesunde Kontrollen 0,03760
Visfatin | Adiponektin Gesunde Kontrollen 0,14140
Visfatin | Tibia-Score Gesunde Kontrollen 0,11960
Visfatin | Leber-Score Gesunde Kontrollen 0,00909
Visfatin | Korpergewicht Gesunde Kontrollen 0,06414
Visfatin | Leptin ND 0,14880
Visfatin | Adiponektin ND 0,06996
Visfatin | Tibia-Score ND 0,00673
Visfatin | Leber-Score ND 0,02175
Visfatin | Korpergewicht ND 0,01282
Visfatin | Leptin HFD 0,03575
Visfatin | Adiponektin HFD 0,02598
Visfatin | Tibia-Score HFD 0,00726
Visfatin | Leber-Score HFD 0,02653
Visfatin | Koérpergewicht HFD 0,05405

Lokale Adipokinverteilung

Bei der lokalen Adipokinverteilung mittels immunhistologischer Farbung konnten keine Unterschiede
zwischen den Zeitpunkten oder den verschiedenen Didten nachgewiesen werden. Deshalb wird im
Folgenden auf die Verteilung im Gewebe eingegangen und kein Unterschied zwischen Zeitpunkten
oder Didten gemacht. Lediglich zwischen DMM- und sham-operierten Beinen wird unterschieden,
wobei immer die beiden Beine derselben Maus dargestellt sind, um keine interindividuellen
Unterschiede darzustellen.
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Adiponektin

Adiponektin war im Gelenk in verschiedenen Arealen sowohl von gesunden Tieren also auch der DMM-
Gruppe nachweisbar, daneben ausgepragt im Knochenmark beider Gruppen. Auch die Zellen der
Gelenkkapsel exprimierten Adiponektin sowie diejenigen Zellen, welche in die Menisken eingebettet
bzw. eingewandert waren. Hier zeigten sich Unterschiede zwischen DMM- und sham-operierten
Beinen, da infolge der DMM-Operation vermehrt Zellen in den geschadigten Meniskus einwanderten
und somit in der Summe deutlich mehr Adiponektin-positive Zellen nachweisbar waren. Chondrozyten
im Knorpel der Gelenkoberflache waren nicht immer Adiponektin-positiv, hier konnte aber kein
Muster in den Geweben nachgewiesen werden, in welchen Fallen diese Zellen Adiponektin
exprimierten. Zusammenhdange zu Didt oder den operativ induzierten Gelenksveranderungen waren
nicht vorhanden (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Lokale Adiponektinverteilung im Gelenk mit DMM- oder sham-Operation. Links oben ist die Ubersicht iiber
ein sham-operiertes Kniegelenk, darunter das DMM-operierte Kniegelenk derselben Maus dargestellt. Rechts jeweils die
Menisken (100x VergroBerung), in welchen in beiden Knien Zellen sichtbar sind, die alle mit anti-Adiponektin Antikorpern
angefarbt werden konnten, jedoch sind im geschadigten (unten) Meniskus deutlich mehr Zellen vorhanden, welche in den
Meniskus eingewandert sind und dort Adiponektin synthetisieren.
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Leptin

Die lokale Verteilung von Leptin zeigte im Uberblick ein vergleichbares Muster wie Adiponektin,
allerdings exprimierten die Chondrozyten im Gelenkknorpel Adiponektin, wohingegen die Zellen im
Saulenknorpel nur unregelmaRig Leptin-positiv waren. Sowohl im Knochenmark als auch im Synovium
war Leptin nachweisbar.

In den Menisken konnten, wie bereits fiir das Adiponektin beschrieben, alle Zellen positiv fiir Leptin
gefarbt werden. Man sah auch hier in Bereichen mit einer Schadigung und der infolgedessen
eingewanderten Zellen, in der Summe deutlich mehr Leptin-positive Zellen (Abbildung 47). Bei
gesunden Tieren waren sowohl die Zellen des Synoviums als auch die im Knorpel der Menisken positiv,
sodass der Unterschied zwischen gesundem und geschadigtem Knorpel lediglich in der Summe der
Leptin-positiven Zellen bestand.

Sowohl zwischen den verschiedenen Zeitpunkten als auch zwischen den Didten konnte lokal im Gelenk
keine unterschiedliche Leptinverteilung festgestellt werden.
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Abbildung 47: Lokale Verteilung von Leptin im Gelenk mit DMM- oder sham-Operation. Links oben ist die Ubersicht iiber
ein sham-operiertes Kniegelenk, darunter das DMM-operierte Kniegelenk derselben Maus. Rechts jeweils die Menisken
(200x VergroBerung), in welchen in beiden Gelenken Zellen vorhanden waren, die alle in der IHC fiir Leptin gefarbt werden
konnten, jedoch waren im geschddigten (unten) Meniskus deutlich mehr Zellen im Meniskus vorhanden, welche dort
Leptin synthetisierten.
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Visfatin
Visfatin war im Gelenk ebenfalls sehr grof3flachig verteilt, wobei hier keine Unterschiede zwischen
Diaten oder Zeitpunkten zu erkennen waren.

Chondrozyten im Gelenkknorpel und auch alle Zellen im Knorpelgewebe der Menisken waren
exprimierten Visfatin, genauso wie Zellen des Knochenmarks (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Lokale Verteilung von Visfatin im Gelenk mit sham- (links) oder DMM-Operation. Hierbei zeigten sich im
Knochenmark wenige Visfatin exprimierende Zellen.

Eine Besonderheit in der lokalen Visfatin-Verteilung war im Sdulenknorpel zu erkennen. Hier zeigte
sich, dass proliferierende Chondrozyten kein Visfatin aufweisen, wohingegen hypertrophe Zellen
Visfatin-positiv waren (Abbildung 49). Als Vergleich wurde eine immunbhistologische Farbung gegen
Kollagen X im Saulenknorpel durchgefiihrt, wobei Kollagen X als ein Marker fiir hypertrophe
Chondrozyten diente.

Diese Beobachtung, dass Visfatin in diesem Knochenbereich nur in hypertrophen Chondrozyten
nachweisbar war, war unabhangig von Diat oder Zeitpunkt.
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Abbildung 49: Farbung von Visfatin (links, 400x VergroBerung) und Kollagen Typ X (rechts, 400x VergroRerung) im
Sadulenknorpel mit Himalaun Gegenfarbung. Visfatin war nur in den eher runden, dem Gelenkspalt abgewandten Zellen
nachweisbar, nicht jedoch in den abgeflachten, dem Gelenkspalt naheren Zellen. Die Farbung gegen Kollagen Typ X, einem
Markerprotein fiir hypertrophe Chondrozyten, zeigte das gleiche Verteilungsmuster, wodurch illustriert wird, dass Visfatin
im Bereich des Saulenknorpels nur in hypertrophen Chondrozyten synthetisiert wird.
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Insgesamt zeigten diese Adipokinfabungen, dass im Gelenk viele verschiedene Zelltypen mit
Adipokinen in Berlihrung kommen und deren Einflissen ausgesetzt sind. Im Gelenkknorpel, bzw.
Chondrozyten, konnten alle drei Adipokine regelmaRig detektiert werden, wobei der Sdulenknorpel
eine besonderes Muster aufwies in Bezug auf Visfatin. Im Knochenmark und in den Menisken wurden
ebenfalls alle drei Adipokine nachgewiesen. In der Gelenkkapsel bzw. dem Synovium wurden
Adiponektin und Leptin nachgewiesen, Visfatin war hier nicht in darstellbaren Mengen vorhanden.

Tabelle 23: Ubersicht lokaler Adipokinfirbungen in verschiedenen Geweben des Gelenks

Knorpel Saulenknorpel Knochenmark Menisken Synovium
Zellen in
Adiponektin Unregelmafiig* = + Menisken +
positiv
Zellen in
Leptin C.hondro.zyten Unregelmafiig + Menisken +
sind positiv s
positiv
Hypertrophe
C.hondrozyte.n. Zellen in
e Chondrozyten sind positiv, .
Visfatin . L . . Menisken -
sind positiv proliferative ositiv
Chondrozyten P
negativ

*Eine Aussage war hier schwierig, da zum Teil in einzelnen Bereichen des Knorpels Zellen positiv waren,
in anderen nicht. AuBerdem zeigten die Chondrozyten im Knorpel haufig eine schwache, unspezifische
Farbung, welche im Fall der Adiponektinfarbung nicht immer von der spezifischen Farbung zu

unterscheiden war.

Als zentrales Ergebnis der immunbhistologischen Untersuchungen lokaler Adipokinverteilungen ist hier
hervorzuheben, dass diejenigen Zellen, welche in geschadigte Knorpelregionen einwandern, stets
sowohl Adiponektin als auch Leptin synthetisierten. Dies hebt diese Zellen zwar nicht grundsatzlich
von denjenigen im gesunden Knorpel ab, jedoch ist die Anzahl der Zellen im geschaddigten Knorpel sehr
viel hoher und somit die Summe der Adiponektin- und Leptin-produzierenden Zellen deutlich gréRer.
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Ortsstandige Zelltypen

Um darzustellen, welche Zelltypen im Gelenk den Einflliissen der Adipokine ausgesetzt sind, wurden
immunhistologische Farbungen zum Nachweis spezifischer Zellmarker durchgefiihrt.

Mesenchymale Zellen

Vimentin ist ein Marker fir Zellen mesenchymalen Ursprungs!® und wird in Fibroblasten stark
exprimiert. Die in den geschadigten Meniskus invadierten Zellen waren alle Vimentin-positiv
(Abbildung 50). Demnach waren die invadierten Zellen also mesenchymalen Ursprungs.

DMM sham

Abbildung 50: IHC-Farbung fiir Vimentin im Gelenk mit DMM- oder sham-Operation. Vimentin dient hier als Marker fiir
Zellen mesenchymalen Ursprungs. Alle im Meniskus vorhandenen Zellen werden iiber den anti-Vimentin-Antikorper
angefarbt, sind also mesenchymalen Ursprungs.

Leukozyten
CD45 ist ein Glykoprotein, welches auf Leukozyten und deren Vorliuferzellen exprimiert wird®,
insbesondere B- und T-Zellen, Plasmazellen, Histiozyten, Monozyten und Makrophagen?®.

Die IHC-Farbungen in den Mausgelenken ergaben sowohl in den DMM-Gelenken als auch den
entsprechenden Kontrollen (sham) keine Signale in den Menisken. Vereinzelt waren CD45 positive
Zellen in den vom Gelenkspalt abgewandten Seite der Synovialmembran (Pfeile der Abb. 50) und
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teilweise in den Umbauregionen der stark veranderten Menisken wie sie im Kapitel ,Besonderheiten
und Einzelfdlle bei der Gelenksdegradation” beschrieben sind. Diejenigen Zellen, welche in die
Menisken einwanderten und dort die zusatzlichen Adipokin-positiven Zellen darstellen, waren jedoch
nicht CD45 positiv, sind also keine Leukozyten (Abbildung 51).

Abbildung 51: IHC-Farbung fiir CD45 im Gelenk mit DMM- (links) oder sham-OP (rechts). CD45 dient hier als Marker fiir
Leukozyten und deren Vorlauferzellen. Sowohl nach DMM- als auch nach sham-OP sind nur vereinzelte Leukozyten im
Gewebe detektierbar (Pfeile). Die Zellen, welche in die geschddigten Menisken einwandern sind jedoch negativ fiir CD45
und somit keine Leukozyten.

Makrophagen

Zur Bestdtigung, dass Makrophagen nicht im Bereich des verdnderten Meniskus der DMM-Tiere
vorliegen und als Bestatigung der negativen Ergebnisse der CD45-Farbung wurden Farbungen gegen
spezifische Makrophagenmarker durchgefiihrt. Mittels der Farbung gegen F4/80 (Abbildung 52)
wurden in den Geweben nur vereinzelte positive Zellen in den geschadigten Menisken nachgewiesen,
die invadierten Zellen waren aber weitgehend nicht F4/80*, also keine Makrophagen.
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Abbildung 52: IHC-Farbung fiir F4/80 im Gelenk mit DMM- oder sham-Operation. F4/80 dient hier als Marker fiir
Makrophagen. Diejenigen Zellen, welche in den geschadigten Meniskus eingewandert sind, sind zum GroBteil negativ fiir
F4/80 und somit keine Makrophagen. Vereinzelt sind jedoch in den DMM-operierten Knien Makrophagen vorhanden
(Pfeile).

Chondrozyten

Bisher wurden iber Vimentin die invadierten Zellen als Zellen mesenchymalen Ursprungs identifiziert
und Leukozyten, bzw. insbesondere Makrophagen, wurden in den Menisken ausgeschlossen. Die
verbleibenden wahrscheinlichsten Zelltypen sind somit Chondrozyten und Fibroblasten, da diese
mesenchymale Zellen sind und im gesunden Gelenk im Synovium (Fibroblasten) und dem Meniskus
(Chondrozyten) vorkommen. Chondrozyten sind Glber Marker nur schwer detektierbar, da die meisten
Marker nur in bestimmten Phasen der Differenzierung exprimiert werden. Aufgrund des beobachteten
Umbaus der Menisken und der hohen Zellzahl im Gewebe wurden IHC-Farbungen gegen Kollagen X
angefertigt, einem Marker fiir hypertrophe Chondrozyten.

Die Kollagen X-Farbung zeigte, dass diejenigen Zellen, welche morphologisch eine ,,aufgeblasene” und
rundliche Form aufwiesen, angefarbt wurden, wohingegen die eher kleinen und oft spindelférmig
flachen Zellen Kollagen-X-negativ sind (Abbildung 53). Ersteres weist also auf Chondrozyten hin,
letzteres auf Fibroblasten.
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Abbildung 53: IHC-Farbung fiir Kollagen Typ X im Gelenk mit DMM:- (links) oder sham-OP (rechts). Kollagen Typ X dient hier
als Marker fiir hypertrophe Chondrozyten. Die Farbung zeigt, dass diejenigen Zellen im Knorpel (sowohl im hyalinen
Knorpel als auch im Meniskus), welche groR und rund sind, positiv fiir Kollagen Typ X und somit Chondrozyten sind.

Histologische Ubersichtsfirbungen weiterer Organe

Da die verwendeten Modelle, insbesondere die HFD, den gesamten Organismus beeinflussen kénnen,
wurden von Stichproben aus verschiedenen Behandlungsgruppen histologische Ubersichtsfarbungen
von weiteren Organen angefertigt (Abbildung 54). In Muskeln, Nieren, Milz und Lunge wurden dabei
keine sichtbaren Unterschiede, wie z. B. vermehrt vorliegende Fettzellen oder Verdanderungen des
Bindegewebes zwischen den Behandlungsgruppen gefunden.
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Diskussion

Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in C57BI/6

Der Arthritis-Score erreichte nur in einzelnen Tieren Werte lGber 1 (von maximal 4). Dies bedeutet, dass
sich die Pfoten etwas gerttet haben oder leicht angeschwollen sind. Allerdings lieRen sich die
Anzeichen einer beginnenden Entziindung nicht in den Messwerten, also dem Durchmesser von Pfote
oder Sprunggelenk, bestatigen. Daher kann in diesem Modell nicht von einer erfolgreichen
Arthritisinduktion ausgegangen werden. Zusatzlich konnten die histologischen Untersuchungen keine
Erosionen oder Anzeichen auf Entziindung in den untersuchten Gelenken nachweisen. Demnach
wurde, auch wenn der Arthritis-Score im Verlauf der Zeit etwas anstieg, das erste CIA-Experiment als
nicht erfolgreich eingestuft.

Im CIA-Modell ohne Kombination mit einer HFD werden in der Regel jiingere Mause verwendet (8 bis
10 Wochen bei der ersten Immunisierung). Dies war in diesem Fall durch die Kombination mit der HFD
nicht moglich, da eine Fiitterung der Tiere drei Monate vor Arthritisinduktion verabreicht wurde.
Weiterhin wird der C57BI/6 Mausstamm nicht als ideal fir die Durchfihrung dieses Modells
angesehen®3. Da eine méglichst hohe Vergleichbarkeit mit dem DMM-Modell erreicht werden sollte,
wurden allerdings C57Bl/6 Mause flir das Kombinationsmodell ausgewahlt, weil in diesem Mausstamm
ein gutes Ansprechen auf die verwendete HFD bekannt ist®.

Um den Vergleich zwischen Arthrose- und Arthritismodell zu erhalten, wurde das CIA Modell mit
verkirzter Futterungszeit jedoch unter Verwendung derselben HFD und im DBA/1Rj Mausstamm
wiederholt. Aus Zeitgriinden wurde fir die Durchfiihrung des Tiermodells die Firma Aurigon (Ungarn)
beauftragt. Dabei ist die Vergleichbarkeit zwar durch den geanderten Mausstamm und die
Vorflitterungszeit eingeschrankt, trotzdem lassen sich metabolische Verdanderungen systemisch und
lokal zu verschiedenen Zeitpunkten im Kontext einer Arthritis untersuchen und mit den Auswirkungen
im DMM-Modell vergleichen.

Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in DBA/1Rj

Die ersten Ergebnisse, insbesondere der klinische Score, zeigten, dass die CIA Induktion im DBA/1Rj
Mausstamm erfolgreich war. Auch die histologischen Bilder exemplarischer Tiere der verschiedenen
Gruppen weisen auf entsprechende Schaden im Gelenk sowie entziindliche Veranderungen hin, selbst
wenn diese zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht durch einen histologischen Score quantifiziert sind.
Insgesamt war die Induktion der CIA in diesem Experiment erfolgreich.

Durch die HFD wurde das Korpergewicht der Mause im Vergleich zur ND signifikant erhéht. Somit war
auch dieses Modell im zweiten Versuch diesbeziiglich erfolgreich.

Betrachtet man die systemischen Adipokinwerte, so fallt auf, dass das Adiponektin nur zum frilhesten
Zeitpunkt, also nach vier Wochen und auch nur unter HFD, signifikant durch die CIA reduziert wird. Zu
anderen Zeitpunkten war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar. Dies und die Zeitkinetik, welche
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verdeutlicht, dass sich in den CIA Tieren sowohl mit ND als auch mit HFD der Adiponektinspiegel
zwischen Woche vier und acht erhoht, lasst darauf schlieRen, dass der Schweregrad der RA die
systemischen Adiponektinwerte direkt oder indirekt beeinflusst. Als interessante Fragestellung ergibt
sich hieraus, ob sich das Korpergewicht ebenfalls verdandert und ob die Adiponektinwerte als Reaktion
auf das Korpergewicht reduziert werden oder eher durch die Entziindung. Dies kdnnte sich dadurch
zeigen lassen, dass der Adiponektinspiegel evtl. eher mit dem Korpergewicht ober aber dem CRP
Spiegel im Plasma bzw. dem Progress der RA, also dem histologischen Score mit dem Adiponektin
korreliert. In humanen Studien ist bekannt, dass einerseits der Adiponektinspiegel bei Patienten mit
RA erhéht ist'%, was zu den hier im Tierversuch diskutierten (zum 7-Wochen-Zeitpunkt auftretenden)
Werten passt. Andererseits wird aber auch beschrieben, dass RA-Patienten ein hoheres Kérpergewicht

haben??’

, was basierend auf der Beobachtung, dass Adiponektin umgekehrt proportional zum
Kérpergewicht reguliert wird®™ °°, einen niedrigeren Adiponektinspiegel vermuten l4sst. Diese
Vergleiche mit humanen Studien sind natirlich eher spekulativ, da ein Tierversuch nie direkt
widerspiegelt, was eine humane Studie zeigt. Generell sieht man aber sowohl im Tierversuch beim
Vergleich der verschiedenen Zeitpunkte, als auch in den humanen Studien, nicht immer die gleichen

Veranderungen.

Besonders auffillig sind die systemischen Verdnderungen der Leptinspiegel, welche zu allen
Zeitpunkten und unter beiden Didten durch die CIA reduziert werden. Unter ND ist die Leptinreduktion
nicht immer signifikant, was sich vermutlich durch einen bereits niedrigen Ausgangswert begriinden
lasst. Die HFD ohne CIA erhoht Leptin hochsignifikant, dieser Effekt wird durch die CIA jedoch
ausgehebelt und die Werte sinken sogar unter den der gesunden ND-Tiere. Da in humanen Studien
gezeigt wurde, dass CRP im Serum Leptin bindet’?, kdnnte die starke Reduktion des Leptins durch das
hochentziindliche CIA Modell zum Teil dadurch erklart werden. Natirlich kann auch eine
Gewichtsreduktion, induziert durch die Entziindung des CIA Modells, zur Reduktion des Leptins flhren,
es ist jedoch nicht zu erwarten, dass die Leptinspiegel der HFD-Tiere mit CIA dadurch deutlich unter
den Leptinspiegel der gesunden ND-Tiere abfallen.

Die signifikant erhohten CRP-Werte bei den Tieren mit CIA zeigen, dass sich dieser
Entziindungsparameter nicht nur in der Klinik, sondern auch im CIA Modell hervorragend eignet, um
systemische Entziindung zu messen und deutlicher zu erfassen als es z. B. durch das ebenfalls
gemessene, in diesem Versuch aber sehr schwankende IL-6, moglich ist. Hier zeigt sich sowohl der sehr
starke Effekt der CIA als auch der schwache Effekt einer systemischen Entziindung durch die HFD, bzw.
die daraus resultierende Adipositas.

Arthroseinduktion

Die erfolgreiche Arthroseinduktion im DMM-Modell konnte durch die histologischen Scores zu jedem
Zeitpunkt und mit beiden Diaten signifikant im Vergleich zu den entsprechenden gesunden Kontrollen
nachgewiesen werden. Dies zeigt den Erfolg des Arthrosemodells. Einige Tiere mussten jedoch aus der
Auswertung ausgeschlossen werden, da diese keine Gelenkdegradation zeigten und somit nicht fir die
Analyse zur Verfligung standen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass der operative Eingriff sehr filigran
in der Durchfiihrung ist und sich hier bedingt durch den Ubungseffekt in den spiter operierten Tieren
stabile Induktions-Ergebnisse zeigten. Dies flihrte zwar zu reduzierten n-Zahlen in den Gruppen mit
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langeren Zeitverlaufen, aber so wurden nur Tiere ausgewertet, welche auch tatsachlich eine Arthrose
entwickelten und somit vergleichbar waren.

Der Arthrose-Score lag zu jedem Zeitpunkt hoher in der HFD-Gruppe verglichen mit der ND-Gruppe.
Im Zeitverlauf wurde deutlich, dass sich unter ND friiher eine Plateauphase einstellt, die Arthrose sich
also nicht weiter verschlechtert, wahrend sich dieser Zustand unter HFD entweder spater als die im
Modell abgebildeten acht Wochen oder evtl. gar nicht einstellt.

Der Tibia-Score korrelierte in dieser Studie nur mit dem Kérpergewicht und das auch nur innerhalb der
DMM-Gruppe. Dies spiegelt wider, was auch beim Menschen beobachtet wurde, namlich dass die
verstarkte Kniearthrose bei Adipositas in erster Linie mit dem Korpergewicht korreliert und
dementsprechend hauptsachlich mit der biomechanischen Belastung zu begriinden ist*. Bis auf die
biomechanische Mehrbelastung sind die Einflliisse von Adipositas auf Arthrose auch in humanen
Studien nicht einheitlich beschrieben. So zeigt sich in manchen Studien, dass auch Gelenke, welche
nicht gewichttragend sind, bei Adipositas stirker von OA betroffen sind'%, wohingegen andere Studien
diesen Zusammenhang nicht sehen'®, Diese unterschiedlichen Studienergebnisse kénnten darauf
hindeuten, dass hier systemische Verdnderungen nicht unbedingt den lokalen Prozessen im Gelenk
entsprechen, oder dass weitere Faktoren, wie z. B. Komorbiditdten, Medikation oder
Entziindungsstatus die Ergebnisse modifizieren. Des Weiteren sind auch nicht alle Gelenke gleich
betroffen und es liegen somit evtl. nicht in jedem Gelenk die exakt gleichen Pathomechanismen
zugrunde. Und nicht nur die Gelenke unterscheiden sich*'%; auch Ubergewicht ist nicht immer gleich —
im Mausmodell mit einer standardisierten Diat und genetisch quasi identischen Tieren unter
einheitlichen Bedingungen lasst sich zwar der Einfluss ebendieser Diat darstellen, beim Menschen ist
die Diversitat jedoch ungleich hoher, daneben existiert kein ,lebenslanges” Arthrose-Mausmodell.
Menschen sind bei weitem individueller, sowohl in Bezug auf den Metabolismus und die Disposition,
Arthrose zu entwickeln, als auch bei ihrer Erndhrung und der koérperlichen Aktivitat. Dadurch kénnen
auch viele Unterschiede zwischen humanen Studien bedingt sein. Dies soll aber nicht den Wert der
Ergebnisse unter standardisierten Bedingungen schmalern, diese Bedingungen sind notwendig, um
einzelne Mechanismen zunachst zu entdecken und darzustellen, damit dann im néachsten Schritt
wieder der Riickschluss gefunden werden kann, wo diese Mechanismen in der diversen Lebensrealitat
des Menschen greifen.

Metabolische Verdanderungen im Kontext der Arthroseinduktion

Kérpergewicht

Generell konnte in den Experimenten gezeigt werden, dass die HFD zu einer hoheren Streuung der
Korpergewichte innerhalb einer Gruppe fihrt, was sich mathematisch in den hoheren
Standardabweichungen darstellt. Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass die Tiere untereinander
aggressiver waren, wenn sie mit HFD gefiittert wurden, was z. B. zu Bisswunden und starkerem
Futterneid bzw. Verjagen einzelner Tiere vom Futter fiihrte. Dieses Verhalten der Tiere untereinander
konnte jedoch im Rahmen dieses Projekts nicht genauer erfasst werden.

Insgesamt flihrte die DMM-Operation zunachst zu einer Reduktion des Korpergewichts, was zum
frihesten Zeitpunkt, also nach 4 Wochen, am deutlichsten zu sehen war. Da vier Wochen ausreichend
Zeit zur Erholung von Auswirkungen des Eingriffs selbst sein sollten, ist die langerfristige Reduktion des
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Gewichts eher auf die Schaden im Gelenk zurlickzufiihren. Bei den Tieren unter ND glich sich das
Gewicht im Laufe der Zeit wieder an das der gesunden Vergleichsgruppe an, inwieweit dies unter HFD
geschieht, ist durch die erhéhte Streuung der Einzelwerte schwer zu beurteilen. Die Tiere mit hoherem
Tibia-Score nahmen scheinbar weniger Gewicht zu, was z. B. durch Schmerzen und weniger Bewegung
erklarbar ware, dies lieR sich nicht eindeutig darstellen.

Die bei den operierten Tieren beobachtete Korrelation des Kérpergewichts mit dem Tibia-Score steht
im Gegensatz zu den Ergebnissen einer anderen Studie, welche in einem vergleichbaren OA-Modell
mit und ohne HFD durchgefiihrt wurde. Bei dem verwendeten Modell wurde nicht der Meniskus
sondern das Kreuzband durchtrennt, was zu einem schnelleren Verlauf der Arthrose fiihrte als das
Durchtrennen der Menisken?” 111, Die verwendeten Diiten waren eine HFD mit 60 % der kcal aus Fett
und einer ND mit nur 10 % der kcal aus Fett. Dies ist vergleichbar mit den in dieser Arbeit verwendeten
Diaten. In diesem Versuchsaufbau von Mooney et al. wurde gezeigt, dass der Tibia-Score nicht mit der
Zunahme des Korpergewichts korreliert, obwohl auch in dieser Studie die Tiere unter HFD einen
héheren OA-Score hatten als diejenigen unter ND*%,

Wenn alle Tiere des Versuchs einbezogen werden, korrelierte das Kérpergewicht mit den systemischen
Leptinwerten, jedoch nicht mit denen der anderen Adipokine. Dass diese Korrelation nicht mehr
sichtbar war, wenn man die Gruppen der einbezogenen Tiere anders wahlte (z. B. nur ein bestimmter
Zeitpunkt oder nur HFD), lasst sich dadurch erklaren, dass die gesunden Kontrollen weniger Tiere
umfassten. Wenn die Tiere nach Diat getrennt ausgewertet wurden, wurden stets nur die schweren
oder nur die leichten Tiere ausgewertet, sodass man nur einen sehr kurzen Bereich auf der x-Achse
betrachten konnte (Abbildung 45).

Dass das Kérpergewicht, wenn man relativ viele Tiere mit verschiedenen Didten vergleicht (alle Tiere,
oder DMM), relativ gut mit dem Leber-Score korreliert, war zu erwarten und bestétigte, dass nicht nur
das Korpergewicht sondern auch der Leber-Score einen guten Messwert zur Quantifizierung der
metabolischen Reaktionen auf die Didten darstellt.

Leber-Score

Der Leber-Score zeigte, dass die Mduse durch die HFD vermehrt grof3e Fettvakuolen in den Zellen der
Leber bildeten und somit eine Fettleber entwickelten. Der Nachteil der in Clustern angeordneten
verfetteten Leberzellen lasst sich vermutlich darauf zurlickfihren, dass im Gewebe nicht immer
dieselbe Schnittebene verwendet wurden und je nachdem in welcher Ebene die einzelnen
Leberlappchen geschnitten wurden (langs oder quer durch den Leberlappen), sich die Struktur anders
darstellte.

Da die Leberverfettung in diesem Projekt nur ein MaR fir die systemische Verdnderung des
Metabolismus darstellen sollte, wurde nicht genauer untersucht, inwiefern die Physiologie der Leber
durch die HFD verandert wird. Es ist aber z. B. beschrieben, dass das Leptin, welches mit dem Leber-
Score in diesem Kontext korrelierte, auf hepatische Sternzellen profibrotisch wirkt!'2. Im Rahmen der
hier ausgewerteten Experimente wurde eine Leberfibrose allerdings ausgeschlossen (Abbildung 34).
Im Kontext von chronisch-entziindlichen Wirkmechanismen, wie dem CIA-Mausmodell, kdnnte mittels
immunhistologischer Farbung unter Verwendung von Antikdrpern gegen bestimmte Zellmarker im
Lebergewebe dargestellt werden, ob die Leberverfettung z. B. mit einer erhdhten Zahl an Kupfferzellen
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oder innerhalb dieses Zelltyps im Verhaltnis mehr pro-entziindliche M1- als anti-entzlindliche M2-
Marker vorliegen. Dies stand jedoch nicht im Vordergrund dieser Arbeit, in welcher der Leber-Score in
erster Linie als MakR fiir die metabolische Veranderung durch die jeweilige Diadt diente. Somit lag nahe,
den Leber-Score vor allem mit anderen metabolischen Parametern wie Kérpergewicht und Leptin zu
korrelieren.

Toluidinblau-Féirbung — chronic low-grade inflammation

Der Anstieg an CLS im Fettgewebe von denjenigen Tieren, welche eine HFD bekamen, zeigte, dass das
in der Literatur bereits hinlidnglich beschriebene Phidnomen einer ,chronic low-grade inflammation® %3
auch in diesem Modell vorhanden und sichtbar ist. Dies bestatigte, dass auch in Bezug darauf das
Modell der HFD im verwendeten C57BI/6 Mausstamm sehr gut illustriert, was beim Menschen im
Kontext von Adipositas beobachtet wird. Hierzu gehort, dass eine stark fettreiche Erndhrung zu
Ubergewicht3®, zur Verfettung der Leber®®, zu erhéhtem Leptin’ als Indiz fiir Insulinresistenz’* und
insbesondere zu vermehrt vorkommenden Makrophagen im Fettgewebe® fiihrte, welche sich um

einzelne Adipozyten anlagern. Des Weiteren sind die Adipozyten durch die HFD stark vergroRert .

Gleichzeitig zeigen aber die IL-6 Spiegel, welche so niedrig waren, dass sie nicht mit den verwendeten
Methoden detektiert werden konnten, dass es sich tatsdchlich nur um eine ,low grade” Entzlindung
handelt und keine GlbermaRige systemische Entziindung induziert wurde, welche einer Arthrose mit

oder ohne Adipositas nicht entsprechen wiirde!®3,

Systemische Adipokinspiegel

Adiponektin

Generell zeigt sich, dass die Adiponektinspiegel in den HFD-Gruppen niedriger lagen als in den ND-
Gruppen, signifikant in den Gruppen der gesunden Tiere mit ND bzw. HFD acht Wochen nach DMM-
OP. Interessanterweise war nur acht Wochen nach OA-Induktion ein induktiver Effekt der OA auf die
Adiponektinspiegel sichtbar. Dies war sowohl in ND als auch in HFD sichtbar, allerdings nur unter HFD
signifikant. Der Zeitverlauf der systemischen Adiponektinspiegel zeigte ebenfalls, dass eine
zeitabhangige Kinetik vorlag. Unter ND war der Unterschied zwischen 4 und 8 Wochen signifikant und
unter HFD der Unterschied zwischen 6 und 8 Wochen. Insgesamt zeigte sich eine Erhéhung der
Adiponektin-Serumspiegel (iber den gesamten Versuchszeitraum.

Da Adiponektin in verschiedenen Isoformen vorkommt® und das hier verwendete ELISA-Kit die
Gesamtheit aller Isoformen misst, ware fir kiinftige Projekte interessant, aufzuschlisseln, wie sich
welche Isoformen im Laufe der Zeit verdandern, bzw. ob sich die Mengenverhiltnisse der Isoformen
verdandern. Dabei wiirde es wahrscheinlich Sinn machen, eher humane als murine Seren auszuwerten
und mit einem Arthrose-Score zu vergleichen, da therapeutische Ansatze, wenn sie iber Adiponektin
funktionieren sollen, sehr spezifisch entweder fiir einzelne Isoformen oder lokal sehr begrenzt wirken
missten. Diese sehr spezifischen Veranderungen waren dann evtl. nicht mehr direkt vom Tiermodell
auf den Menschen Ulbertragbar. Dieser therapeutische Ansatz einer Isoform-spezifischen oder lokal
begrenzten Manipulation liegt darin begriindet, dass die Rolle von Adiponektin in der
Energiechomdostase sehr zentral ist, unter anderem fiihrt ein Adiponektin Knockout bei Mausen zu
Diabetes!!®. Eine systemische Manipulation aller Isoformen des Adiponektins ist somit wegen der zu
erwartenden Nebenwirkungen keine realistische Option zur Behandlung einer OA.
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Leptin

Die signifikante Erhéhung des durch die HFD induzierten serologischen Leptinwertes entspricht dem
in der Literatur beschriebenen Phianomen, dass Leptin mit dem BMI bzw. der Menge an weillem
Fettgewebe korreliert®. Dies bestatigt, dass das hier verwendete murine Modell auch in Bezug auf das
Adipokin Leptin widerspiegelt, was in humanen Studien gezeigt werden konnte ist. In humanen
serologischen Studien konnte auRerdem nachgewiesen werden, dass Leptin mit der Insulinresistenz
korreliert?2. Fir C57BIl/6 Mause ist beschrieben, dass HFD zu einer Insulinresistenz fiihrt*®, weshalb
davon ausgegangen werden kann, dass die Mause in diesem Versuchsaufbau insulinresistent waren.
Auf Grund der Tatsache, dass es fir die weiteren Ergebnisse nicht essenziell war, dass die Tiere
insulinresistent waren, und ein Nachweis entweder eine zusatzliche Belastung fiir die Tiere (zum
Beispiel durch den Einsatz einer hyperinsulindmischen-euglykdmischen Klammer) oder ein zu hohen
Verbrauch des ohnehin schon sehr knappen Serums bedeutet hatte, wurde auf die entsprechenden
Messungen verzichtet.

Betrachtet man die Leptinspiegel genauer, so fallt auf, dass diejenigen Tiere, welche eine DMM
Operation durchliefen, stets einen niedrigeren Leptinspiegel aufwiesen als die entsprechende gesunde
Kontrolle. Die HFD fiihrte zu einer groBeren Streuung der Werte innerhalb der Gruppen, wodurch die
Einfllisse der OA verschleiert wurden. Dies zeigt aber auch, dass in Bezug auf die systemischen Werte,
der Einfluss der Diat starker ist, als der der induzierten Arthrose. Anhand der hier ausgewerteten Tiere
lield sich daher nicht klaren, ob die Reduktion der Leptinspiegel direkt durch die Arthrose ausgelost
wurde oder ein sekundarer Effekt des ebenfalls in den operierten Tieren reduzierten Kérpergewichts
war.

Interessanterweise sieht man, dass bei den Tieren mit OA und ND der Leptinspiegel Giber die Zeit etwas
stieg, sich also immer mehr dem der gesunden Tiere angleicht. Eventuell kdnnte hier ein
Zusammenhang mit der beobachteten lokalen Invasion von Fibroblasten in den Meniskus bestehen,
da dieser Prozess vermutlich nach Induktion der OA zunachst ausgepragter ist und dann wieder
abklingt, wenn der Knorpel zerstort ist oder der Prozess z. B. durch Schonhaltung verlangsamt wird.
Diese Veranderung im Zeitverlauf lasst sich unter HFD nicht mehr darstellen, sie ist jedoch
wahrscheinlich der erhéhten Streuung der Einzelwerte zuzuschreiben.

Zur Ubertragung dieser Ergebnisse auf neue Hypothesen fiir therapeutische Ansitze beim Menschen
besitzt durch die ausgepragte Streuung eine Bedeutung, da die Leptinwerte insbesondere bei
Adipositas starker gestreut sind'*®. Im Kontext degenerativer Gelenkverianderungen sind aber meistens
genau diese Patienten besonders betroffen und gerade hier ware ein therapeutischer Ansatz, welcher
metabolische Parameter wie Leptin einbezieht, besonders interessant.

Auch in Bezug auf Komorbiditdten von rheumatischen Erkrankungen kénnte dem Leptin eine Rolle
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zukommen. So wird z. B. diskutiert, ob Leptin als Biomarker fir Schlafstérungen oder

117 yerwendet werden kann, wobei in beiden Studien das auch aus

nichtalkoholische Fettleberhepatitis
dem rheumatologischen Kontext bekannte Problem bekannt ist, dass Studien z. B. wegen fehlender
Normalisierung auf das Korpergewicht oder den BMI etc. nicht immer direkt vergleichbar sind. Auch
im Zusammenhang mit Periodontitis wird Leptin als Biomarker diskutiert!®, Dies ist ein besonders

interessanter Zusammenhang, da Periodontitis auch in Korrelation mit RA-Erkrankungen steht!®°,
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Visfatin

In dieser Studie waren die Visfatinwerte innerhalb der einzelnen Zeitpunkte relativ einheitlich und
lediglich zum Vier-Wochen-Zeitpunkt war zwischen den DMM-Gruppen mit ND und HFD ein
signifikanter Unterschied messbar. In der Literatur wird haufig eine adltere und inzwischen
zuriickgezogene Publikation zitiert, welche besagt, dass der Visfatinspiegel mit der Menge des
viszeralen Fettes korrelieren wiirde®. Andere Publikationen {iber Studien an M3usen zeigten jedoch,
dass eine HFD keinen Einfluss auf den Visfatinspiegel hat'%.

Betrachtet man fir Visfatin die Entwicklung Gber die Zeit, so zeigt sich in beiden ND-Gruppen eine
Abwartsentwicklung der Spiegel, wobei bei den gesunden Tieren der Unterschied zwischen vier und
acht Wochen signifikant war —in den DMM-Gruppen hingegen waren die Unterschiede zwischen allen
Gruppen signifikant. Unter HFD scheint sich der Visfatinspiegel tiber die Zeit zu reduzieren, dies war im
Vergleich zwischen der Vier- und Acht-Wochen-Gruppe ebenfalls signifikant. Innerhalb der Sechs-
Wochen-Gruppe gibt es einzelne Ausreiller, wodurch diese Gruppe nicht in die Gesamtentwicklung der
Spiegelverlaufe passte. Der GroRteil der Einzelwerte passte allerdings auch hier sehr gut in die
generelle Abwartsentwicklung des Zeitverlaufs.

Eine aktuelle Studie zeigte, dass bei Menschen der Visfatinspiegel im Serum mit dem Progress einer
Nichtalkoholischen Fettleberhepatitis (NASH) korreliert, wohingegen die Daten unserer Expierimente
keinen Zusammenhang zwischen dem Leber-Score und dem Serumspiegel des Visfatins zeigen
konnten'?.,

Korrelationsanalysen

Generell gilt es bei Korrelationsanalysen zu bedenken, wie viel Sinn eine Korrelation bzw. die
Zusammenstellung der Gruppe von Tieren macht. So ist es z. B. in Bezug auf den Tibia-Score nicht
sinnvoll, die gesunden Kontrollen einzubeziehen, da hier die Operation fehlt und somit die
Vergleichbarkeit gering ist, wenn Faktoren korreliert werden, welche von der systemischen Belastung
einer Operation und nicht nur von dem Progress der Arthrose beeinflusst werden kdnnten.

Adipokinverteilung im Gewebe

Adiponektin

Die lokale Adiponektinverteilung zeigt, dass diejenigen Areale, welche mit dem Blutkreislauf in
direktem Austausch stehen, also insbesondere das Knochenmark, eine ausgepragte
Adiponektinexpression aufwies. Hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Tiergruppen. Die IHC als Methode eignet sich zwar nicht zur Quantifizierung von Proteinen im Gewebe,
ist aber zur Lokalisation der Proteinexpression sehr gut geeignet. Dies ermdglicht die Aussage, dass im
DMM-Modell in den geschadigten Menisken deutlich mehr Adiponektin-produzierende Zellen
vorhanden sind, als im gesunden Knorpel der sham-operierten Tiere. Im Riickschluss bedeutet das,
dass durch die Schadigung lokal mehr Adiponektin produziert wird. Inwiefern sich systemische
Veranderungen lokal widerspiegeln, ist schwer zu beuteilen, da sich die systemischen Werte nur wenig
verandern und dies beziiglich der Synthese im Gewebe methodisch nicht aufgelést werden kann.
Moglicherweise sind solche lokalen Veranderungen eine Erklarung fir die Ergebnisse klinischer Studien
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am Menschen, welche zeigten, dass die Adipokinwerte im Serum mit dem klinischen und dem
radiologischen Verlauf einer OA korrelieren!??,

Leptin

Die lokalen Leptinfarbungen zeigten ein dhnliches Bild wie bei Adiponektin. Im Unterschied zu
Adiponektin gab es aber bei den serologischen Werten im Leptin sehr deutliche Unterschiede zwischen
den Tieren mit HFD und ND. Wirden sich diese lokal widerspiegeln, sollte dies mit einer
semiquantitativen Methode wie der IHC darstellbar sein. Trotz der systemischen starken Einfllisse der
Diat auf den Leptinspiegel zeigten sich immunhistochemisch im Gewebe keine derartigen
Veranderungen.

Entsprechend den Farbung mit Antikorpern gegen Adiponektin, zeigte sich, dass diejenigen Zellen,
welche in den geschadigten Meniskus der DMM-Tiere einwandern, Leptin synthetisieren. Dies passt
zu der Beobachtung, dass beim Menschen die Leptinkonzentration in der Synovialfliissigkeit von OA-
Patienten mit dem radiographischen Stadium der OA korreliert!?3.

Interessant ist, dass Leptin und Adiponektin systemisch entgegengesetzt reguliert werden
(Adiponektin umgekehrt proportional zu BMI®>>° und Leptin proportional zum BMI®), wohingegen im
Gewebe eine vergleichbare Expression nachweisbar war.

Visfatin

Die Beobachtung, dass Chondrozyten im Saulenknorpel Visfatin synthetisieren, sobald sie hypertroph
sind, wurde in dhnlicher Weise bereits in Osteophyten gemacht®. Dies scheint also ein Mechanismus
zu sein, welcher sich nicht nur im gesunden, sondern auch im pathologischen Kontext wiederfindet.

Die Rolle lokaler Visfatinspiegel konnte evtl. davon abhdngen, welches Gelenk man untersucht. So
wurde bei Menschen mit Coxarthrose gezeigt, dass die Visfatin- und IL-6-Konzentration in der
SynovialflUssigkeit mit dem Schmerzempfinden korrelierte, wohingegen bei Gonarthrose nur die
Leptinkonzentration mit dem Schmerzempfinden korrelierte!*,

Zelltypen im Gewebe

Die starke Vimentin-Expression in und um synoviale Zellen und die im Verhdltnis dazu kaum
vorhandenen anderen Zelltypen, welche im geschadigten Meniskus zu erwarten gewesen waren, lasst
darauf schlieRen, dass es sich in erster Linie um Fibroblasten handelte, die in die Menisken invadierten.
Diese Fibroblasten exprimierten alle drei untersuchten Adipokine (Adiponektin, Leptin und Visfatin).
Es wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt, dass Fibroblasten auf diese Adipokine reagieren,
und dass dies meist einen pro-entziindlicher Stimulus wiederspiegelt.

Adiponektin:
In OASF fiihrt Adiponektin zur erhohten Expression von ICAM-1, wodurch Monozyten intensiver
adhérieren und in das Synovialgewebe invadieren kénnen'®. Das im DMM lokal im Gelenk vermehrt
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vorkommende Adiponektin kénnte, insbesondere in den geschadigten und von Zellen invadierten
Menisken, genau diesen Effekt haben und somit die Schadigung der Menisken verstarken.

Adiponektin bewirkt z. B. in vitro bei humanen synovialen Fibroblasten die gesteigerte Sekretion von
IL-6 und proMMP-1%*. Wenn dies im Mausmodell ebenso funktioniert, wiirde dies im geschidigten
Meniskus lokal eine entzlindliche Reaktion hervorrufen und so den degenerativen Prozess einerseits
und eine sekundare Entziindung andererseits verstarken.

In RASF wurden beide beschriebenen Adiponektinrezeptoren (AdipoR1 und AdipoR2) nachgewiesen
und Adiponektin bewirkte bei diesen Zellen eine erhéhte Produktion von PGE; und COX-2, zweier pro-
entziindlicher Faktoren?, Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sowohl RASF als auch OASF
PGE; nach Adiponektinstimulation sezernieren, dies allerdings starker in RASF. AulRerdem zeigte sich,
dass dieser Unterschied zwischen RA und OA vermutlich durch den AdipoR1 Rezeptor bewirkt wird'?’.
Hierliber lasst sich auch zum Teil das unterschiedlich aggressive Verhalten von Fibroblasten in RA und
OA erklaren. Bei RASF bewirkt Adiponektin eine erhoéhte Expression von Osteopontin, welches
wiederum Osteoklasten rekrutiert und somit zur Knochenerosion beitrdgt!?®. Dies ist ein weiterer
Mechanismus, Gber welchen lokales Adiponektin wirken kann. Auch wenn natirlich RASF nicht
zwingend gleich reagieren wie OASF, so stammen doch beide von Gelenksfibroblasten ab, man kann
also vermuten, dass die Reaktion tendenziell in OASF gleich ist, also ebenfalls eine Steigerung der
Osteopontinsynthese, wenn auch in anderem AusmaRB. Es konnte auch gezeigt werden, dass
Adiponektin bei RASF bewirkt, dass diese starker auf IL-1B, also auf einen pro-entziindlichen Stimulus
reagieren'?®. Wenn dies in OASF ebenso funktioniert, wiirde dies lokal im DMM-Kniegelenk bedeuten,
dass die in den Meniskus invadierenden Fibroblasten nicht nur mehr pro-entziindliche Faktoren
sezernieren und besser invadieren, sondern auch sensibler fiir ebendiese Faktoren werden, es bildet
sich also ein proentziindlich-destruktiver Feedback-Loop.

Leptin

In OASF fuhrt Leptinstimulation zu gesteigerter Sekretion von IL-6 und es konnte gezeigt werden, dass
diese Effekte Gber die lange Form des Leptinrezeptors vermittelt werden, welcher die IRS-1, PI3K, Akt,
und AP-1 Signalwege aktiviert'®, Dies bedeutet, dass das lokal im DMM-operierten Knie vermehrt
vorkommende Leptin Gber IL-6 ein entzlindliches Milieu schafft. Leptin induziert die Sekretion von IL-
8 in RASF und OASF (iber den Leptinrezeptor und anschlieBend IRS-1, PI3K, Akt und NFkB,

Visfatin

Visfatin bewirkt eine gesteigerte Sekretion von IL-6 und TNF-a in synovialen Fibroblasten von OA-
Patienten. Dies geschieht Uber Inhibition von miR-199a-5p-Expression durch ERK-, p38- und JNK-
Signaltransduktion®®. Die in den Meniskus einwandernden Fibroblasten in dieser Studie waren also
ebenfalls diesem Effekt ausgesetzt, auch wenn dies nicht unbedingt durch die HFD modifiziert wurde,
da diese den Visfatinspiegel nicht verandert hat.

Flir RASF wurden eine Vielzahl von Genen gefunden, die durch Visfatin reguliert werden, darunter
befanden sich Chemokine (z. B. Gro-a, ENA-78, GCP-2 und MCP-1), Zytokine wie IL-6 und Proteinasen
(MMP-1 und MMP-3). Interessanterweise konnte bei unseren Experimenten auch gezeigt werden,
dass es eine zeitliche Kinetik gibt, wobei Zellen zunachst starker auf Visfatin reagierten und dann
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vermutlich eine Gegenregulation stattfand, da die Zytokinsynthese abflachte.'32 Dies ist im Kontext der
Fragestellung nach Unterschieden zwischen systemischen und lokalen Effekten unter Umstdanden von
Bedeutung, da systemische Visfatinspiegel wahrscheinlich nicht durch das Kérpergewicht beeinflusst
wurden, somit also Uber lange Zeit wirkten, wohingegen lokale und entziindungsinduzierte
Visfatinsekretion nicht zwingend (ber lange Zeit vorhanden waren. Hier kdnnte es durchaus
Unterschiede zwischen RA und OA Fibroblasten geben, da die Prdasenz einer RA langerfristiger und
starker ein lokales Entziindungsmilieu bedeutet.

Auch die Chemokine CXCL8 (IL-8) und CCL2 (MCP-1) wurden in Fibroblasten (in diesem Fall wurde eine
Zelllinie untersucht) durch Visfatin hochreguliert®33.

Verkndcherungen der Menisken

Die Verknocherung der Menisken, wie sie in diesem Modell teilweise auftrat, wurde auch in
verschiedenen Fallstudien beim Menschen gefunden, sodass dieser Effekt im verwendeten
Mausmodell offensichtlich ein Pendant in humanen-pathologischen Gelenksveranderungen hat!3413%7,
Inwiefern es sich dabei um denselben Entstehungsmechanismus handelt, kann an dieser Stelle nicht
geklart werden, da das Phdanomen beim Menschen selten ist, bei Nagetieren jedoch auch in anderen
Zusammenhangen bekannt ist, wie zum Beispiel beim Arthrosemodell im Meerschweinchen®3®, Auch
in anderen Publikationen, welche mit dem DMM-Modell arbeiten, kann man in den Abbildungen
histologischer Farbungen solche Verkndcherungen sehen, auch wenn diese im Text nicht weiter
erwihnt und beschrieben werden?”13%, sodass dies in murinen Modellen nicht untypisches Phanomen
ist. Da das Auftreten der Verknocherungen keinem erkennbaren Muster folgt, muss man sich daher
bei Mausmodellen die Frage stellen, inwieweit ein Einfluss der Verkndcherung auf die
Arthroseprogression vorhanden sein kénnte. Da in unseren Experimenten kein Zusammenhang
erkennbar war, wird hier davon ausgegangen, dass der Einfluss vernachlassigbar ist, trotzdem miissen
diese Verknécherungen induziert werden und haben wahrscheinlich auch in irgendeiner Form
Auswirkungen auf das Gelenk. Interessant ware es, dies zukiinftig in anderen Mausmodellen zur OA
mit zu untersuchen, um besser kldren zu kénnen, wann und wo dieses Phanomen auftritt. Eventuell
kann man hiermit auch den Entstehungsmechanismus der Verkndcherungen in humanen Menisken
herausfinden.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich Adipokine im Verlauf einer RA und vor allem OA
im Tiermodell systemisch und lokal im Gewebe darstellen. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass
bei der OA die lokale Adipokinverteilung nicht in erster Linie mit dem Metabolismus, sondern mit dem
durch DMM traumatisch induzierten Krankheitsverlauf zusammenhdngen. Diese Entkopplung lokaler
Prozesse konnte die Erklarung dafiir sein, warum fiir ortsstiandige Zelltypen experimentell pro-
entziindliche Einflisse der Adipokine gezeigt wurden, wahrend fir Adiponektin eher systemisch anti-
entziindliche Einfliisse bekannt sind®3.

Die Adipokine tragen im Organismus in erster Linie zur Energiehomdostase bei, wie sich unter anderem
daran zeigt, dass Mutationen in Leptin- oder Leptinrezeptoren zu starkem Ubergewicht'*> **! und das
Fehlen von Adiponektin zu deutlich stirker Didt-induzierter Insulinresistenz'#? fiihren. Diese den
ganzen Organismus betreffenden metabolischen Effekte machen eine systemische Modulation der
Adipokine im rheumatologischen Kontext sehr schwierig. Trotzdem ist in verschiedenen Studien
gezeigt worden, dass sich Adipositas, und im Speziellen auch die Adipokine, auf den Krankheitsverlauf,
das Erkrankungsrisiko und die Lebensqualitit auswirken®. Hier ist die Kenntnis der einzelnen
Mechanismen von Bedeutung, insbesondere dann, wenn zwischen verschiedenen Erkrankungen
unterschieden werden soll. So kdnnten auf dieser Basis potenzielle neue Angriffspunkte fur zukiinftige
Medikamente gefunden werden. Die Erkenntnis, dass systemische und lokale Prozesse nicht direkt
gekoppelt sind, ldsst auch darauf schlieRen, dass eine direkte Manipulation der Adipokine im Gelenk
ein erfolgversprechenderer Ansatz sein konnte, als die systemische Manipulation mit den zu
erwartenden Nebenwirkungen in Bezug auf den Metabolismus des Gesamtorganismus.

Desweiteren kénnte der behandelnde Arzt durch das Wissen (ber die Funktion der Adipokine im
Entziindungskontext mit Adipositas moglicherweise abschatzen, wie im Umkehrschluss Medikamente
auf die jeweiligen rheumatischen Krankheiten abgestimmt werden miissten und wie diese den
Metabolismus verdandern, insbesondere dann, wenn dieser z. B. durch eine Insulinresistenz vorbelastet
ist.

Generell muss eine gesellschaftliche und langfristige Lésung gefunden werden, um die immer weiter
verbreitete Problematik des Ubergewichts und der Adipositas in den Griff zu bekommen. Nicht nur in
Hinblick auf Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, sondern auch in Bezug z. B. auf Herz-
Kreislauf-Erkrankungen ware dies, sofern es denn umsetzbar ist, effizienter als die Modulation
einzelner Konsequenzen und Faktoren einer Adipositas.
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