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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Das Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Atiologie

Die rheumatoide Arthritis (RA), auch chronische Polyarthritis oder entzindliches
Gelenkrheuma genannt, gehort zu den chronisch-entziindlichen Systemerkrankungen
[1, 2]. Durch einen autoimmunologischen Prozess kommt es Uber eine chronische
Entzindung der Gelenkschleimhaut (Synovialitis) zu Entzindungen von Gelenken,
Schleimbeuteln und Sehnen [1]. Von der Polyarthritis und gegebenenfalls auch
Tendovaginitis sowie Bursitis betroffen sind dabei meistens kleine Gelenke der Hande
und FiRe [1]. Haufig sind auch extraartikuldre Manifestationen in Organen wie
beispielsweise Herz, Lunge und Leber zu finden [1]. Die RA verlauft oft progredient und
in Schiiben. Ohne eine Behandlung fuhrt die Erkrankung zur Zerstérung der Gelenke
und Invaliditat [1].

Zum Ende des Jahres 2014 lag die Pravalenz der RA in Deutschland bezogen auf die
erwachsene Bevolkerung bei ungefahr 0,8% und belief sich damit auf circa 550.000
Betroffene [3]. Jahrlich finden sich 20 - 40 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen,
wobei der Krankheitsbeginn haufig zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr liegt [3]. Eine
erhohte Pravalenz Iasst sich bei ,hdherem Alter, weiblichem Geschlecht (Frauen dreimal
haufiger als Manner), bestimmten genetischen Markern, Rauchen [und] Ubergewicht* [3]

feststellen. Die Atiologie der RA konnte noch nicht abschlieRend geklart werden [1, 4].

1.1.2 Pathophysiologie der rheumatoiden Arthritis

1.1.2.1 Aufbau eines gesunden humanen Gelenks

Echte Gelenke, auch Diarthrosen genannt, werden durch mindestens zwei Knochen
gebildet, die durch einen Gelenkspalt getrennt und damit diskontinuierlich miteinander
verbunden sind. Die Gelenkflachen sind von hyalinem Knorpel bedeckt. Das Gelenk wird
von einer Gelenkkapsel umfasst, welche aus einer auf3eren, aus straffem Bindegewebe
bestehenden Membran und einer inneren, sogenannten Synovialmembran (Synovium)
gebildet wird (s. Abb. 1). Dabei ist die &ufRere Membran mit dem Periost der
gelenkbildenden Knochen verbunden und dient der Stabilitat. Die Synovialmembran ist
unter anderem fur die Bildung der den Gelenkspalt ausfullenden Synovialflissigkeit

verantwortlich [5].
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines humanen Gelenks mit gesundem Synovium
Dargestellt ist eine menschliche Diarthrose mit schematischer Darstellung eines gesunden
Synoviums, welches die innere Membran der Gelenkkapsel darstellt. AuRen anliegend folgt die
aus straffem Bindegewebe bestehende dul3ere Membran der Gelenkkapsel. Gebildet wird das
Synovium durch die Schichten des lining layers und sublinings. Dabei ist das lining layer
charakterisiert durch eine ein- bis vierlagige Schicht aus synovialen Makrophagen und
Fibroblasten. Im darunterliegenden sublining befinden sich lockeres Bindegewebe, elastische
Fasern, Blut- und Lymphgefa3e, Nervenfasern, Fibroblasten, Fettzellen, Makrophagen und
Lymphozyten.




Einleitung

Die Synovialmembran lasst sich weiterhin in eine innere, dem Gelenkspalt anliegende
synoviale Deckschicht (lining layer) und eine auf3ere subsynoviale Schicht (sublining)
untergliedern. Das lining layer entspricht dabei nicht einem Epithel, sondern wird von
synovialen Deckzellen (Synoviozyten) gebildet, welche eine ein- bis vierlagige Schicht
ausbilden [5]. Es lassen sich zwei unterschiedliche Zelltypen charakterisieren. Die
synovialen Makrophagen, urspringlich A-Zellen genannt, sind makrophagenéhnliche
Zellen. Sie kdnnen somit phagozytieren und tiberwiegen beim Gelenk von Erwachsenen.
Die urspriinglich als synoviale B-Zellen benannten fibroblasten&hnlichen Zellen werden
inzwischen als synoviale Fibroblasten bezeichnet [5]. Sie bilden einerseits Bestandteile
fur die Synovialflissigkeit, welche sowohl fiir ein Gleiten der Gelenkflachen als auch fir
die Versorgung des Gelenkknorpels mit Nahrstoffen unerlasslich ist, andererseits tragen
sie zum Auf- und Abbau der typischen Bindegewebsmatrix bei [5]. Dabei produzieren
synoviale Fibroblasten sowohl die Matrixbestandteile wie Kollagene, Fibronektin und
Hyaluronsaure, aber auch Enzyme fur den Abbau der Matrix wie beispielsweise Matrix-
Metalloproteinasen und Kathepsine und deren Inhibitoren. Sie sorgen damit fir einen
standigen, aber kontrollierten Umbau des Bindegewebes [6, 7]. Matrix-abbauende
Prozesse werden gehemmt, wenn ein eher anti-inflammatorisches Milieu Gberwiegt [8].
Das dem lining layer angrenzende sublining ist charakterisiert durch ein lockeres
Bindegewebe mit Kollagenfibrillen, elastischen Fasern, Blut- und LymphgefaRen sowie
vegetativen Nervenfasern. Weiterhin enthalten sind Fibroblasten, Fettzellen
(Adipozyten) und Makrophagen. Vereinzelt sind weitere Zellen wie beispielsweise

Lymphozyten zu finden [5].

1.1.2.2 Pathophysiologische Prozesse bei der rheumatoiden Arthritis

Die Pathophysiologie der RA ist noch nicht abschlieBend geklart. Verschiedene
mikrobiologische und immunologische Aspekte scheinen von bedeutender Rolle zu sein.
Auf genetischer Ebene ist bei bis zu 70% der Patienten mit RA das HLA-Antigen
DR4/DRB1 nachzuweisen [1]. Dem durch dieses Gen kodierten Molekdl lieR3 sich dabei
eine Beteiligung bei der Aktivierung von T-Lymphozyten zuordnen [4]. Es wird vermutet,
dass bei einer solchen genetischen Disposition bislang unbekannte bzw. unspezifische
Triggermechanismen zur Aktivierung der T-Lymphozyten und zur Induktion der
Autoimmunerkrankung fuihren [1, 4]. Im Bereich der hAmatologischen Veranderungen
kommt es auflerdem zur Aktivierung von B-Lymphozyten, welche daraufhin
Immunglobuline, auch Antikdrper (AK) genannt, produzieren [4]. Dabei werden
einerseits die sogenannten Rheumafaktoren gebildet. Hierbei handelt es sich um

Autoantikorper, welche gegen das Fc-Fragment vom IgG gerichtet sind [1]. Weiterhin
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lassen sich Immunglobuline gegen zitrullinierte Proteine nachweisen, Autoantikdrper, die
gegen zyklisch zitrullinierte Peptide (CCP) gerichtet sind [1]. Die Anti-CCP-Antikorper
sind haufig bereits Jahre vor der Manifestation der RA vorzufinden [1]. Obwohl weitere
Autoantikérper bei der RA vorkommen kdnnen, werden die oben genannten Antikorper
als Klassifikations- und Diagnosekriterium bei der RA verwendet.

Bei Betrachtung der zellularen Prozesse werden lokal synoviale Makrophagen angereqt,
pro-inflammatorische Zytokine wie beispielsweise Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-
6), Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und Interleukin-15, Chemokine und
Wachstumsfaktoren bilden [1, 4, 9]. Die gebildeten Zytokine sind maf3geblich an der fir
die RA typischen Destruktion von Gelenken beteiligt [4]. So fiihren sie zu einer
Aktivierung von Fibroblasten, welche zur Proliferation angeregt werden und ein erhéhtes
Migrationspotential zeigen [4, 10]. Es kommt auf3erdem zu einer starken Einwanderung
von Entziindungszellen wie Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen in das
sublining der Synovia [4, 11]. Dabei ist auch die Expression von Adhasionsmolekilen
wie Integrinen gesteigert, wodurch die Gefalineubildung und ein Einwandern weiterer
Entzindungszellen geférdert wird [12]. Im Verlauf der RA verdickt sich das lining layer
und kann eine Tiefe von 10 - 20 Zellschichten erreichen (s. Abb. 2).

Das Wachstum beruht dabei auf der Zunahme beider Typen von Synoviozyten [9]. Es
entsteht ein aggressives fibroses Granulationsgewebe, oft Pannus genannt [4, 13].
Charakteristisch ist eine erhohte GefaRdichte, ein invasives Wachstum und ein hoher
Anteil hochaktiver Enzyme wie Proteinasen und Glykanohydrolasen [13]. Es wachst in
den Gelenkspalt vor, invadiert Knorpel und Knochen und fiihrt so zur Destruktion der
betroffenen Gelenke [4, 13]. Beteiligt dabei sind au3erdem Osteoklasten, die sich aus

mononuklearen Vorlauferzellen bilden und eine Erosion des Knochens bewirken [4].
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Abb. 2: Schematische Darstellung eines RA-Gelenks

Dargestellt ist der Vergleich eines gesunden Gelenks mit einem RA-erkrankten Gelenk.
Charakteristisch fur die RA ist eine Hyperplasie des Synoviums, welches oft als Pannus
bezeichnet wird. Das lining layer kann eine Dicke von 10 — 20 Zellschichten erreichen. Das
Eindringen und Zerstéren von Gelenkknorpel und -knochen lasst sich im Verlauf der RA
beobachten. RA-synoviale Fibroblasten und entzindliche Vorgange tragen zum
Erkrankungsgeschehen bei. GefaRneubildung und entziindliche Infiltrate als Folge der
vermehrten Einwanderung von Entziindungszellen stellen weitere Merkmale des RA-Synoviums
dar.

1.1.2.3 Die Rolle synovialer Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis

Neben T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Osteoklasten spielen die urspringlich als
fibroblastenéhnliche Synoviozyten bezeichneten RA-synovialen Fibroblasten (RASF)
eine Schlisselrolle in der Pathogenese der RA [9]. An der Pannus-Knorpel-Verbindung

stellen sie den haufigsten Zelltyp dar [11]. Dort produzieren sie Zytokine und Chemokine,
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welche die Entziindung aufrechterhalten, sowie Proteasen, welche zentral zur
Knorpelzerstérung beitragen [9, 11]. Eine Beteiligung an der Initiierung und
Perpetuierung von Immunantworten konnte ebenso beobachtet werden [11]. RASF
entwickeln im Verlauf der Erkrankung einen aggressiven Phanotyp, dessen Invasivitat
und Migrationspotential erhéht ist und somit die Zerstérung von extrazellularer Matrix
verstarkt [9, 10]. Dabei weisen die RASF Veranderungen sowohl der Expression von
Markern und Protoonkogenen als auch ihrer Epigenetik und ihres intrazellularen
Metabolismus auf [11, 14]. Das Wachstum des RASF-Anteils im Synovium beruht auf
einem Ungleichgewicht zwischen Proliferation, Uberleben und Tod der Zellen. Dabei
fordert das entzundliche Milieu im RA-Synovium das Uberleben der synovialen
Fibroblasten, indem eine Apoptose durch verschiedene Mediatoren und Prozesse
reduziert wird. Beispielsweise konnte eine Erh6hung der Expression anti-apoptotischer
Proteine aus der Bcl-2 Familie nachgewiesen werden [9]. Die damit veranderte
Regulation des Zellzyklus geschadigter Zellen tragt maRgeblich zum Uberleben der
RASF bei [9].

1.1.3 Klinisches Bild

Das Krankheitsbild der RA ist auf3erst variabel. So manifestieren sich die Beschwerden
haufig langsam Uber mehrere Wochen, doch auch eine plotzliche Entwicklung von
Symptomen in einem Zeitraum von wenigen Tagen kann beobachtet werden [4].
Symptome bilden dabei haufig Morgensteifigkeit sowie symmetrische Gelenkschmerzen
und -schwellungen, welche in Form einer Polyarthritis auftreten [4]. Betroffen sind vor
allem kleinere Gelenke wie die Metacarpophalangealgelenke (MCP), die proximalen
Interphalangealgelenke (PIP) und die Metatarsophalangealgelenke (MTP) [1]. In
ungefahr 20 % der Falle beginnt die Erkrankung mit einer Mono- oder Oligoarthritis der
groRen Gelenke [4]. Das Ausmalfd der Entziindungszeichen in Form von Schmerzen,
welche auch in Ruhe auftreten, Schwellung, Uberwarmung oder Ergussbildung ist sehr
unterschiedlich. Beeinflussend sind dabei sowohl die Aktivitat als auch das Stadium der
Erkrankung [4]. Durch eine Schwellung kann es zum Verstreichen des Wellenreliefs der
Grundgelenke kommen. Zudem filhren Bewegungsschmerz und Schwellung zu einem
Querdruckschmerz beim Hénde- oder Ful3gelenkdruck, was als positives Gaenslen-
Zeichen beschrieben wird [1].

Haufig wird die Synovitis der Gelenke von einer Morgensteifigkeit mit einer Dauer von
mehr als 30 Minuten begleitet [1]. Da zwischen der Dauer der Morgensteifigkeit und der
Entzindungsaktivitdt eine Korrelation festgestellt werden konnte, gilt die Dauer als

wichtiger Parameter zur Verlaufskontrolle [4]. Zudem kommen unspezifische
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Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit, Myalgien, néachtliches Schwitzen und
subfebrile Kdérpertemperaturen vor [1]. Die voranschreitende Gelenkdestruktion wird
oftmals auch durch Entzindungen und Destruktion von Sehnen, Sehnenscheiden und
Schleimbeutel der Gelenke begleitet. Daraus resultieren funktionelle Einschrankungen
bedingt durch Subluxation der Gelenke und eine damit einhergehende Muskelatrophie
[4]. Bei den meistens betroffenen Hand- und Fingergelenken kommt es durch diesen
Prozess zu typischen Deformitaten. Dazu gehort sowohl die Knopflochdeformitat,
welche durch eine Flexion der PIP- und eine Hyperextension der distalen
Interphalangealgelenke (DIP) verursacht wird, als auch die Deviation der MCP-Gelenke
nach ulnar sowie die sogenannte Schwanenhalsdeformitat. Letztere entsteht durch eine
Hyperextension der PIP- und einer Flexion der DIP-Gelenke [4]. Bedingt durch die
Fehlstellung lasst sich oft eine Atrophie der Musculi interossei dorsales beobachten [4].
Weiterhin kann es zZu durch die Schwellung verursachten
Nervenkompressionssyndromen kommen [4]. Die Kompression des N. medianus kann
ein Karpaltunnelsyndrom bewirken, welches ein Einschlafen der Hande und
Parasthesien der Finger 1-4 beinhalten kann [1]. Auch der N. ulnaris kann im Sulcus
ulnaris oder in der Loge von Guyon von einer Kompression betroffen sein. Klinisch
lassen sich Parasthesien der Finger 4 und 5 beobachten [1, 4]. Als weitere Folge des
Entzindungsprozesses kann es zur Ruptur von Sehnen und einem damit
einhergehenden Verlust der aktiven Beweglichkeit kommen [1].

Bei progressivem Verlauf kdnnen neben den aquivalenten Gelenken der FiRe auch die
Ellenbogen-, Schulter-, Huft-, Knie-, aber auch Kiefergelenke sowie das
Atlantoaxialgelenk der Halswirbelsdule betroffen sein [4]. Sehr selten beteiligt sind die
Brust- und Lendenwirbelsdule sowie die DIP-Gelenke der Finger 2-5 [1].

Extraartikulare Manifestationen kommen vor und gehen haufig mit einem aggressiven
Verlauf der Erkrankung einher [4]. Die vielen entziindlichen Organmanifestationen
kénnen in der Haut, den Augen, in Lunge, Herz, Magen-Darm-Trakt, Leber, Nieren,
Nervensystem, Gefal3en, Skelett sowie im Knochenmark auf unterschiedliche Art in
Erscheinung treten [1, 4]. Bei 20 % der Patienten treten Rheumaknoten bei aktivem
Krankheitsgeschehen auf [1, 4]. Sie entwickeln sich haufig als subkutane, teilweise
indolente Knoten an den Streckseiten von Gelenken wie beispielsweise am Ellenbogen,
in Sehnen, kénnen aber auch an anderen Korperstellen und an Organen erscheinen [1,
4]. Histologisch finden sich Fibroblasten, welche palisadenférmig angeordnet sind, eine
zentrale fibrinoide Nekrose mit umgebenen Epitheloid- und mononukleéren Zellen [1, 4].
In ungeféahr 50 % der Félle kommt es zu pulmonalen Verédnderungen in Form einer

Pleuritis. Eine interstitielle Lungenfibrose kann bei etwa 10 % der Patienten beobachtet
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werden [1, 4]. Organmanifestationen am Herzen auf3ern sich bei ungefahr 30-50 % der
Patienten als Perikarditis oder Herzklappenverénderungen. Auch eine Myokarditis kann
vorkommen [1, 4]. Im Bereich der Augen entwickelt sich haufig eine Keratokonjunktivitis
sicca als Erscheinung eines sekundaren Sjogren-Syndroms. Seltener treten eine
Skleritis oder Episkleritis auf [1, 4]. Auch kleinere GeféalRe kdnnen in Form einer Vaskulitis
betroffen sein. Als Folgen kdnnen Digitalnekrosen, eine Purpura oder eine rheumatische

Polyneuropathie in Erscheinung treten [1, 4].

1.1.4 Diagnosestellung und Differentialdiagnosen

Die Diagnose der RA ist ein Ergebnis aus Befunden, welche im Rahmen von Anamnese,
klinischem Erscheinungsbild sowie als Verénderungen der Laborwerte und mittels
bildgebender Verfahren gestellt werden [4]. Auch der Verlauf der Erkrankung spielt eine
entscheidende Rolle [4].

In Laboruntersuchungen lasst sich bei der RA eine unspezifische, systemische
Entzindungsreaktion mit Erhéhung der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), des
C-reaktiven Proteins (CRP), der a-/y-Globuline und des Serumferritins feststellen.
Serumeisen ist dagegen vermindert. Zudem kann sich eine normo-/hypochrome
Anamie, eine Thrombozytose und eine Leukozytose entwickeln [1, 4]. Serologisch ist bei
40 % der Patienten bereits am Anfang der Erkrankung der Rheumafaktor positiv. Nach
Bestehen der Erkrankung von Uber zwei Jahren ist bei etwa 80 % der Patienten der
Rheumafaktor nachweisbar [1, 4]. Dennoch ist der Rheumafaktor kein spezifischer
Marker fur die RA, da er auch bei Gesunden oder anderen Erkrankungen nachweisbar
sein kann [1]. Ein Nachweis von CCP-AK hat mit 80 % eine vergleichbare Sensitivitat als
Marker. Die Spezifitat liegt hingegen bei 95 % [1, 4]. Antinukleare Antikorper kbnnen bei
ungefahr 30 % der Patienten nachgewiesen werden und gehen haufig mit einem
schwereren Verlauf der Erkrankung einher [1, 4]. Bei einer Analyse des Synoviums findet
sich ein tribes, aber steriles Punktat mit verminderter Viskositat, erhohter Zellzahl und
einem Nachweis von Rhagozyten sowie dem Rheumafaktor [1, 4].

Mittels bildgebender Verfahren lassen sich Knorpel- und Gelenkverdnderungen
nachweisen. Durch eine Rontgenuntersuchung der Gelenke lassen sich vor allem
knécherne Veranderungen darstellen, welche man durch eine frGhe Therapie zu
vermeiden versucht. Daher ist in friheren Stadien eine Untersuchung mittels
Arthrosonographie oder MRT indiziert. Nachweisbar sind eine Synovitis, Gelenkergusse,
Zysten (beispielsweise eine Baker-Zyste), Veranderungen am Gelenkknorpel und dem
Sehnen- und Bandapparat. Pannus und Erosionen sind dabei friher erkennbar als im

konventionellen Rontgen [1, 4, 15].
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Klassifikationskriterien sollen eine mdglichst friihe Diagnosestellung ermdglichen, um
durch eine Therapie gravierende Folgen zu vermeiden [4]. Das American College of
Rheumatology und die European League Against Rheumatism stellten 2010 die ACR-
/IEULAR-KIassifikationskriterien fir die RA auf (s. Tab. 1) [16].

Tab. 1: ACR/EULAR Klassifikationskriterien der rheumatoiden Arthritis

Dargestellt sind die Klassifikationskriterien der RA, 2010 herausgegeben von der ACR/EULAR.
Getestet werden sollten Patienten, die eine gesicherte Synovitis in mindestens einem typischen
Gelenk aufweisen und diese nicht durch eine andere Ursache erklart werden kann. Die hdchsten
erreichten Punktwerte aus jeder Kategorie werden addiert. Werden =6 Punkte erreicht, impliziert
dies das Vorliegen einer rheumatoiden Arthritis. ACPA (Antikorper gegen zitrullinierte Proteine),
CRP (C-reaktives Protein), BSG (Blutsenkungsgeschwindigkeit). Modifiziert nach Karonitsch
2016 [15]

Kriterien | Punkte

Gelenkbeteiligung

1 groRRes Gelenk

2-10 grol3e Gelenke

1-3 kleine Gelenke (mit und ohne Beteiligung der groRen Gelenke)
4-10 kleine Gelenke (mit und ohne Beteiligung der grof3en Gelenke)
> 10 Gelenke (mit mindestens einem kleinen Gelenk)

Serologie

W[N] |O

Negativer Rheumafaktor und negative ACPA 0
Niedrig positiver Rheumafaktor oder niedrig positive ACPA 2
Hoch positiver Rheumafaktor oder hoch positive ACPA 3
Akute Phase Proteine

CRP und BSG normal 0
CRP oder BSG abnormal 1
Dauer der Symptome

< 6 Wochen 0
> 6 Wochen 1

Zu den Differentialdiagnosen gehéren vor allem Kollagenosen wie der systemische
Lupus erythematodes und Rheumafaktor-negative Spondarthropathien wie die
Psoriasisarthritis ~ oder die  reaktive  Arthritis  [4]. Auch  Vaskulitiden,
Stoffwechselerkrankungen (z.B. Hamochromatose), Arthrose und infektiése Arthritiden

kommen differentialdiagnostisch in Betracht [1, 4].

1.1.5 Therapie

Eine Behandlung der RA beinhaltet verschiedene Ansatzpunkte und Verfahren. Dabei
ist ein mdoglichst frihzeitiges Beginnen essentiell, um wesentliche Gelenkschaden
einzugrenzen. Die Initialtherapie folgt der Strategie ,hit hard and early“ und wird spater
deeskaliert (,step down-Therapie®) [1]. Weitere Ziele der Behandlung bestehen in einer
Besserung der Beschwerden und einer klinischen Remission. Diese ist erreicht bei nicht
mehr als einem geschwollenen, schmerzhaften Gelenk, niedrigem CRP und

Aktivitdtsgrad [1]. Von groRer Bedeutung ist eine medikamenttse Therapie. Eingesetzt
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werden nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR), Kortikosteroide, Disease-modifying
Antirheumatic Drugs (DMARD) als krankheits-modifizierende Basistherapeutika und
Biologika [4].

NSAR werden zur Behandlung von Schmerz und Entzindung eingesetzt, haben aber
keinen Einfluss auf den Verlauf der RA [4]. Kortikosteroide werden bei hoher Aktivitat als
Kurzzeitbehandlung oder als Uberbriickung vor Wirkungseintritt der Basistherapeutika
eingesetzt. Eine Langzeittherapie mittels Kortikosteroide mit niedriger Dosierung kann
als Erganzung bei therapierefraktdrer RA genutzt werden. Eine intraartikulare
Lokaltherapie einzelner Gelenke ist ebenfalls moglich [4]. Unter den DMARDs sind
verschiedene Medikamentengruppen zusammengefasst, die eingesetzt werden, um die
Krankheitsaktivitdt zu senken und eine Krankheitsprogression zu verhindern [4]. Das
Immunsuppressivum Methotrexat stellt als konventionelles, synthetisches DMARD
(conventional synthetic DMARD, csDMARD) den Goldstandard dar. Als Alternativen in
der Gruppe der csDMARDs werden Leflunomid, Sulfasalazin und Hydroxychloroquin
eingesetzt [1, 4, 17]. Die Gruppe der Biologika (bDMARD) stellt eine weitere
Therapieoption dar, welche bei schweren Verlaufen oder bei Versagen anderer
Medikamente zum Einsatz kommt [1, 17]. Hierbei handelt es sich um rekombinant
hergestellte Antikorper, welche gegen Schlisselmolekile oder -zellen bei entziindlichen
immunologischen Prozessen gerichtet sind und diese hemmen [1]. So inhibieren z.B.
Adalimumab, Certolizumab, Etanercept, Golimumab und Infliximab das zentrale Zytokin
TNFa. Sarilumab und Tocilizumab sind gegen IL-6 bzw. den IL-6-Rezeptor sowie
Anakinra und Canakinumab gegen IL-1 bzw. dessen Rezeptor gerichtet [1, 4, 17, 18].
Rituximab und Belimumab hemmen B-Lymphozyten, wahrend Abatacept die Aktivierung
der T-Lymphozyten blockiert [1, 4, 17, 18]. Unterschieden werden bei den Biologika
Original-Praparate (boDMARD) von Biosimilars (bsDMARD), bei denen es sich um
Nachahmerprodukte mit gleichem Wirkstoff handelt [17]. Weiterhin stehen Baricitinib,
Tofacitinib,  Upadacitinib und  Filgotinib als  zielgerichtete,  synthetische
Basismedikamente (targeted synthetic DMARDs, tsDMARDs) Inhibitoren der
Januskinasen (JAK) zur Verfugung [17, 18]. Die Wirkung der JAK-Inhibitoren beruht
dabei auf der Blockierung der Signalwege der Januskinasen, durch die viele Zytokine
der Pathophysiologie der RA aktiviert werden [18].

Ergdnzend zur medikamentdosen Therapie kommen verschiedene physikalisch-
therapeutische Mafinahmen zum Einsatz [4]. Im Rahmen von Ergotherapie werden
Patientenschulungen und Hilfsmittel zur Verfigung gestellt [4]. Chirurgisch stellen
beispielsweise die Synovektomie, Arthrodese und letztendlich der Gelenkersatz

Maoglichkeiten zur Therapie dar [4].
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1.1.6 Verlauf und Prognose

Der Verlauf der RA ist &ul3erst variabel. Spontane Remissionen sind mit 5 % sehr selten
und begrenzen sich haufig auf die ersten beiden Jahre nach Beginn der Erkrankung [4].
Nach einer Dauer von etwa 10 Jahren sind ungefahr 50 % der unbehandelten Patienten
erwerbsunfahig. Die Mortalitat ist durch die RA unbehandelt ebenfalls um bis zu 50 %
erhoht. Haufig handelt es sich bei der Todesursache um einen Herzinfarkt oder einen
Schlaganfall [1]. Risikofaktoren fir einen schweren erosiven Krankheitsverlauf stellen
eine Beteiligung vieler Gelenke, ein hochtitriger Nachweis des Rheumafaktors und der
Entzindungsparameter, eine genetische Disposition, Rauchen, das Auftreten von

Rheumaknoten und ein niedriger soziobkonomischer Status dar [1, 4].

1.1.7 Komplikationen

Ohne Therapie fuhrt der Krankheitsverlauf der RA zu typischen Fehlstellungen von
Gelenken und damit einhergehendem Funktionsverlust. Beispiele sind sowohl die ulnare
Deviation, die Schwanenhals- und Knopflochdeformitat der Finger, als auch die
atlantoaxiale Subluxation [1]. Auch ein Auftreten von malignen Erkrankungen lasst sich
gehauft feststellen. Zudem sind Nebenwirkungen der Therapie haufig und sehr selten
eine sekundare Amyloidose vom AA-Typ oder ein T-gamma-lymphoproliferatives

Syndrom zu beobachten [1].
1.2 Das Krankheitsbild der Arthrose

1.2.1 Definition, Epidemiologie und Atiologie

Bei der Arthrose, in Englisch als osteoarthritis (OA) bezeichnet, handelt es sich um eine
degenerative, primar nicht-entziindliche Gelenkerkrankung. Sobald eine Entziindung
vorliegt, spricht man von einer aktivierten Arthrose [1, 4]. Untersuchungen zur RA
erfolgen oft im Vergleich zur primar degenerativen OA. Auch in dieser Arbeit wurde sie
als Vergleichsgruppe herangezogen.

Im Rahmen der OA kommt es zu Umbauvorgangen des hyalinen Gelenkknorpels und
des subchondralen Knochens. Sekundar ist auch die Synovia haufig beteiligt [4]. Die OA
gilt als haufigste Gelenkerkrankung [1, 4]. lhre Inzidenz steigt mit zunehmenden
Lebensalter und betrifft ab dem 60. Lebensjahr etwa 20 % der Bevolkerung [1].

Fur die primére, idiopathische Arthrose gibt es keine erkennbare Ursache. Die Ursachen
sind vielmehr vielféltig. Einflussfaktoren kdnnen genetische Faktoren und das Alter sein.
Unfalle, Fehlstellungen, Fehlbelastungen, Adipositas und andere rheumatische

Gelenkerkrankungen kénnen hingegen Ursache einer sekundaren Arthrose sein [1, 4].
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1.2.2 Pathogenese, klinisches Bild und Diagnostik

Die Knorpelschadigung, welche im Verlauf der OA auftritt, beginnt im Frihstadium mit
einer Demaskierung der Kollagenfibrillen. Spater kommt es zu einer Auffaserung des
Knorpels, welche zu einem zunehmenden Abbau und im Endstadium zu einer
sogenannten Knochenglatze fihrt. Zusétzlich kommt es im Rahmen der OA zur Bildung
von Osteophyten am Gelenkrand und zur Entstehung von Geréllzysten durch fokale
Nekrosen des Knochens [1].

Klinisch tritt die OA im Frihstadium vor allem mit Schmerzen in Erscheinung. Typisch ist
eine Trias aus Anlauf-, Ermidungs- und Belastungsschmerz. Spatere Stadien sind eher
durch eine Trias aus Dauer-, Nacht- und Muskelschmerz gekennzeichnet. Zudem kommt
es zu Bewegungseinschrankungen, Krepitationen und Wetterfuhligkeit [1]. Im weiteren
Verlauf kédnnen durch die Deformierung eine Instabilitat und Fehlstellung resultieren.
Muskelatrophie und Muskelkontrakturen sind weitere Folgen. Kommt es zusétzlich zu
einer Entziindung des Gelenks, finden sich zudem Entziindungszeichen mit einer
Uberwarmung, Druckschmerzhaftigkeit und einem Gelenkerguss mit Schwellung [1].
Diagnostisch wegweisend sind Anamnese, Klinik und bildgebende Verfahren. Dabei
gehdren zu den radiologischen Zeichen eine asymmetrische Gelenkspalt-
verschmaélerung, eine subchondrale Sklerosierung, Gerollzysten und Osteophyten [1].

1.2.3 TherapiemalRnahmen

Auch bei der Behandlung der OA gibt es unterschiedliche Ansatzpunkte. Dazu zahlen
einerseits allgemeine und physikalische MalRnahmen wie beispielsweise das
Reduzieren von Ubergewicht, eine fur die Erkrankung angepasste Belastung des
Gelenks, Warmebehandlung, krankengymnastische = Bewegungstherapie = mit
Muskelaufbau und -kréaftigung sowie Patientenschulungen. Andererseits findet auch eine
medikamentdse Therapie Anwendung. Eingesetzt werden Paracetamol und NSAR bei
entzindlich aktivierten Arthrosen oder intraartikulare Glukokortikoid-Injektionen bei
Therapieversagen anderer Malinahmen. Als operative Therapie stellt der kunstliche

Gelenkersatz eine Behandlungsoption dar [1].

1.3 Zelladh&sion und Migration

Zelladhasion und Zellmigration sind zellulare Prozesse, die eng miteinander verknupft
sind und bei den pathophysiologischen Vorgéngen der RA bei einer Vielzahl an Zellen
eine bedeutende Rolle spielen. Neben Entziindungszellen, die vermehrt aus den

GefalRen in das entziindete Synovium eintreten, weisen auch lokale Zellen, wie z.B.
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synoviale Makrophagen und Fibroblasten, ein erhdhtes migratorisches Potential im

entziindeten Gelenk auf.

1.3.1 Adhéasionsmolekiile

In der Plasmamembran von Zellen lassen sich verschiedene integrale Membranproteine
finden, die sogenannten Adhasionsmolekiile, welche oft zelltypspezifisch sind und
charakteristische Bindungseigenschaften aufweisen. Sie stellen eine Verbindung
zwischen intra- und extrazellularen Strukturen dar. Dabei gibt es einerseits
Membranproteine, welche zwischen zwei Zellen interagieren. Dazu gehoéren die Familien
der Cadherine, Nektine, Selektine und Integrine. Andererseits gibt es Membranproteine,
wie die Integrine, welche ebenso eine Interaktion zwischen einer Zelle und der
extrazellularen Matrix vermitteln kénnen [19]. Bei der Pathogenese der RA spielen vor
allem Adhasionsmolekiile der Selektin-, Integrin-, CAM- (cell adhesion molecules) und
Cadherin-Familie eine Rolle [20].

In der Familie der Selektine unterscheidet man zwischen E-, P- und L-Selektin. Zu finden
sind sie an der Oberflache von Endothelzellen (E-Selektin), Thrombozyten (P-Selektin)
sowie Leukozyten (L-Selektin). Sie besitzen eine Transmembranhelix und einen in den
perizellularen Raum ragenden Hauptteil, welcher dort Glykolipide und Glykoproteine
binden kann [19].

Integrine stellen eine besonders komplexe Familie von mindestens 24 verschiedenen
Oberflachenmolekilen dar und sind die grofdte Rezeptorfamilie fir extrazellulare
Matrixproteine. Sie sind heterodimer und besitzen eine a- und eine B-Kette. Zur Familie
der Integrine gehdren unter anderem die B1- und die B2-Subfamilie. Mitglieder der Bi-
Familie kdnnen an extrazellulare Matrixproteine, wie beispielsweise Kollagen,
Fibronektin oder Laminin, binden. Mitglieder der B.-Familie hingegen sind nur in
Leukozyten zu finden, wodurch diese in der Lage sind, CAMs der Endotheloberflache zu
binden. Gleichzeitig sind Integrine aber auch durch Adapterproteine mit dem Zytoskelett
der exponierenden Zelle verbunden. Durch Konformationsénderung ihrer Domanen
haben Integrine damit die besondere Fahigkeit einer Signaliibertragung in beide
Richtungen der Membran. Integrine sind bei vielen lebenswichtigen Vorgangen beteiligt.
Neben deren zentralen Bedeutung bei der Zelladh&sion wirken sie bei der Organisation
des Zytoskeletts und der Aktivierung diverser Signaltransduktionswege mit. Durch
Integrin-Bindungen gelingt es Fibroblasten sezernierte Kollagene zu binden und zu
biindeln. Dies spielt unter anderem bei der Wundheilung eine Rolle [19].

CAMs zeichnen sich durch lange extrazellulare Ketten aus, welche aus vielen

immunglobulindhnlichen Domé&nen bestehen. Unterscheiden lassen sich vaskulare
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(VCAM) und interzellulare CAMs (ICAM) von auf Nervenzellen vorliegenden NCAMSs.
Wechselwirkungen mit Integrinen auf aktivierten Leukozyten kénnen dabei von den
vaskularen CAMs eingegangen werden [19]. VCAM-1 lasst sich ebenso auf synovialen
Fibroblasten finden. Synoviale Makrophagen exprimieren dagegen vermehrt ICAM-1 [9].
Cadherine sind lange Adhasionsmolekile, die aus einem kurzen zytosolischen
Segment, mehreren extrazellularen Domanen und einer Transmembranhelix bestehen.
Sie werden von epithelialen Zellen (E-Cadherine), von der Plazenta und Epidermis
(P-Cadherine) sowie von Nerven- und Muskelzellen (N-Cadherine) gebildet [19].
Cadherin-11 spielt dabei eine Schlusselrolle bei der Aggregation von RA-synovialen
Fibroblasten ohne die eine definierte Auskleidung des lining layers nicht ausgebildet
werden kann [9].

1.3.2 Rolle der Adhasionsmolekile bei der Zellbewegung und Adhé&sion

Adhasionsmolekile sind bei Vorgdngen der Zellbewegung und Zelladh&asion von
entscheidender Bedeutung. So ist ein Uber Integrine vermittelter Kontakt zur
Basalmembran fur eine korrekte Architektur und Polaritat von Zellen essentiell. Im
Gesunden stellt dieser Kontakt sicher, dass Zellen nur in der fur sie vorgesehenen
Umgebung (z.B. im Zellverband) ihre Funktion ausfihren. Eine Adh&arenz kann ebenso
Voraussetzung fir eine Wirkung von Wachstumsfaktoren sein [19]. So ist auch die
Zelladhasion von RA-synovialen Fibroblasten an verschiedene extrazellulare
Matrixproteine fur die Zellteilung wesentlich [21]. Die Expansion des Synovialgewebes,
welche fir die RA typisch ist und zur Knorpel- und Knochenzerstérung beitragt, resultiert
unter anderem aus der verstarkten Proliferation synovialer Fibroblasten. Zusatzlich
erhdhen Nichtadhérenz oder Stérung des Zytoskeletts die Kollagenase-Expression
(Metalloproteinase-1) von RASF [21]. Auch dieser Vorgang tragt zum Knochen- und
Knorpelabbau bei [21].

Weiterhin beeinflusst das Zusammenspiel verschiedener Adhésionsmolekile die
Passage von Entziindungszellen durch die GefalBwand in entziindetes Gewebe
(Diapedese). Dort wird durch Entzindungsfaktoren wie den Zytokinen TNFa und IL-1
Endothel zum Exponieren von E-Selektin auf der Oberflache angeregt. Dies I6st eine
Kaskade aus, in der verschiedene Adhéasionsmolekiile miteinander interagieren. Zellen
der Immunabwehr binden durch Integrine fest an CAMs (z.B. ICAM-1 oder ICAM-2) des
Endothels, wodurch eine Infiltration in das entziindete Gewebe ermdglicht wird. Dabei
besitzen die Abwehrzellen selbst typische Liganden (z.B. Glykoprotein-Ligand 1 bei
neutrophilen Granulozyten und Monozyten), welche an das endotheliale Selektin binden

konnen [19]. Von Bedeutung ist dieser Vorgang der Leukozytenrekrutierung in
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entziindetes Gewebe auch im Verlauf der RA [20]. Besonders die Wechselwirkungen
von peripheren Blut-T-Zellen mit unterschiedlichen Komponenten des Synoviums spielt
dabei eine Rolle. Die T-Zellen zeigen bei Infiltration der Synovialmembran eine erhdhte
Bindungsfahigkeit ihrer Adhasionsrezeptoren. Dies flhrt zu einem verstarkten
Wechselwirken sowohl mit Proteinen der extrazellularen Matrix als auch mit zellularen
Liganden wie VCAM-1 und ICAMs [20]. Eine Hochregulation von E-Selektin und ICAM-1
auf dem Synovialendothel konnte ebenfalls beobachtet werden. Auch VCAM-1 scheint
bei der RA in den Zellen des lining layers und dem sublining von Bedeutung zu sein [22].
Die Wechselwirkung der Integrine auf T-Zellen kodnnen aufRerdem intrazellulare
Signalwege beeinflussen und aktivieren [20, 23]. Je nach Zelltyp kann dies zu
Proliferation, Sekretion von matrixabbauenden Enzymen, Zytokinproduktion, Migration
oder Invasion fuhren. So liel3 sich bei malignen Erkrankungen h&ufig eine dysregulierte
Integrinexpression nachweisen [20, 23]. Bei der RA fihrt das entziindungsfordernde
Milieu, welches im Verlauf der Erkrankung gebildet wird, zu einer Hochregulation von
Integrinrezeptoren und ihrer Liganden im Synovialgewebe. Dies hat zur Folge, dass die
Integrin-vermittelten Signalwege verstarkt werden und es zu einer erhdhten Produktion
von matrixabbauenden Enzymen und Zytokinen kommt [23]. Auch eine Beteiligung von
Cadherinen konnte hierbei beobachtet werden [24]. Dieser Prozess kann ebenfalls zur
Gewebeschadigung bei der RA beitragen [20]. Ebenso konnte ein verstarkender, aber
auch  hemmender Einfluss des  Entziindungsprozesses durch l6sliche
Adhasionsmolekille beobachtet werden, die im peripheren Blut und in der
Synovialflissigkeit von RA-Patienten vorkommen. Sie werden als Ergebnis sowohl der
Freisetzung von Zelloberflachenadhdsionsmolekilen aufgrund von entzindlicher
Zellstimulation als auch der De-novo-Synthese von verkirzten lslichen Formen von
Adhasionsmolekilen gebildet [25].

AulRerdem konnte bei RASF eine Wanderung durch das Gefal3system zum entfernten
Knorpel beobachtet werden [26]. RASF scheinen dabei wie auch Leukozyten in der Lage
zu sein, mit E-Selektin der Endothelzellen zu interagieren und das Gefal3system an
entfernten Stellen zu verlassen [26]. Die beim Abbau des Knorpels entstehenden
extrazellularen Matrix-Abbauprodukte kénnen zu einer weiteren Aktivierung von Zellen
und somit von Integrinen beitragen [23].

Einen wichtigen Einfluss haben Adhasionsmolekiile auch bei malignen Erkrankungen.
Hierbei nutzen metastasierende Tumorzellen einen &hnlichen Vorgang wie bei der
Leukozytenrekrutierung, um dber Integrine an das Endothel zu binden und mittels des

Abbaus von Matrix durch die Basalmembran und Gewebe zu wandern [19]. Tumore
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kénnen zudem Integrin-vermittelte Mechanismen nutzen, um eine Apoptose zu

vermeiden [23].

1.4 Tetraspanine und ihre Rolle bei der rheumatoiden Arthritis

Tetraspanine sind eine Familie integraler Membranproteine, welche Uber sogenannte
Tetraspanin-angereicherte Mikrodoméanen flir die Organisation der Zellmembran und
ihrer Proteine von groRer Bedeutung sind. Uber die Akkumulation von
Adhasionsmolekilen an bestimmten Bereichen der Zellmembran (engl. clustering)
beeinflussen sie zellulare Vorgéange und Interaktionen und kénnten auf diesem Weg
auch in der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle spielen [27, 28]. Die RA ist
charakterisiert durch eine anhaltende Synovialentziindung und eine fortschreitende
Zerstorung der Gelenke, welche zu einem grof3en Teil durch aktivierte RASF mit einem
erhOhten Migrationspotential vorangetrieben wird [10]. Im Rahmen friherer Studien
wurde bereits die Expression des Tetraspanins CD82 in RASF im Vergleich mit
Fibroblasten von Patienten mit Arthrose (OASF) untersucht [29]. Eine erhdhte
Expression konnte in diesem Vergleich bei RASF nachgewiesen werden [29]. Aul3erdem
konnte in Untersuchungen vom Synovium des Kniegelenks eine vermehrte Expression
im Bereich der Gefalie, des lining layers und der Invasionszone sowie eine verminderte
Expression im sublining festgestellt werden [29]. Diese Beobachtung, zusammen mit
funktionellen Untersuchungen an RASF in Kultur, lieR die Schlussfolgerung zu, dass
RASF durch eine vermehrte Expression von CD82 im Bereich der Entzlindung und
Matrixdestruktion vor Ort gehalten werden [11]. Dies wurde dadurch unterstrichen, dass
die Motilitat der RASF in dieser Arbeit durch Uberexpression von CD82 reduziert werden
konnte [11]. Da auch andere Tetraspanine eine Rolle in der Pathogenese spielen
koénnten, wurden in dieser Arbeit die Untersuchung weiterer Tetraspanine, insbesondere
CD9, CD63, CD81 und CD151, fiur die Experimente im Rahmen dieser Dissertation

ausgewahlt.

1.4.1 Die Familie der Tetraspanine

Bei den Tetraspaninen, auch Transmembran-4-Superfamilie oder Tspans genannt,
handelt es sich um eine Familie integraler Membranproteine mit Molekiilgréf3en von 20-
50 kDa. Wie der Name bereits impliziert, besitzen sie vier a-helikale
Transmembrandoménen [27, 30, 31]. Es konnten bisher 33 verschiedene Tetraspanine
beim Menschen identifiziert werden [27, 30]. Einige Tetraspanine, wie beispielsweise
CD9, CD81 und CD151, sind weit verbreitet, wahrend andere, wie CD53, CD37 und

Tssc6, nur auf speziellen Zellen, in diesem Fall hAmatopoetischen Zellen, exprimiert
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werden [28]. Die Expression der Tetraspanine CD9, CD63 und CD151 wurde zudem
bereits im Synovium von OA-Patienten untersucht [32]. Tetraspanine haben zwar keine
bis jetzt nachgewiesenen enzymatischen oder katalytischen Aktivitaten, jedoch sind sie
an zahlreichen normalen und pathologischen Prozessen beteiligt, indem sie eine
Vielzahl unterschiedlicher Signalereignisse ermdéglichen kénnen [31, 33]. So spielen sie
eine Rolle bei der Zellmigration, der Signaltransduktion [27], Zellproliferation und
Differenzierung, aber auch bei der Metastasierung von Zellen [33]. Einigen
Familienmitgliedern der Tetraspanine wird eine pro-metastatische Funktion
zugeschrieben, wahrend bei anderen eine hemmende Funktion der Metastasierung
beobachtet wurde [34]. Uber die Funktion der Tetraspanine bei der RA sind bisher wenig

Untersuchungen zu finden.

1.4.2 Struktur der Tetraspanine

Die Struktur der Proteine wird zusatzlich zu den vier Transmembransegmenten (TM1-4)
erganzt durch zwei extrazellularen Doméanen (EC 1 und 2) und drei zytoplasmatischen
Regionen (N-, C-Terminus und eine kurze Schleife) [27, 30, 33, 35]. Bei den
extrazellularen Doméanen handelt es sich um eine kleine Schleife (EC 1) zwischen der
ersten und zweiten Transmembrandoméane sowie einer grof3en Schleife (EC 2) zwischen
der dritten und vierten TM-Doméne (S. Abb. 3). Hierbei ist vor allem die groRe Schleife
mafigeblich an heterophilen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen beteiligt, kann
aber auch eine Tetraspanin-Dimerisierung vermitteln [30]. Die TM-Domé&nen gehen vor
allem intramolekulare Wechselwirkungen ein, die die funktionelle Proteinkonformation
unterstiitzen, sind aber auch fahig, homophile und heterophile Wechselwirkungen mit
anderen Tetraspaninen einzugehen [30]. Die zytoplasmatischen Regionen kénnen zum
Teil mit zytosolischen Signal- oder Gerlstproteinen interagieren [30]. Die C- und N-
Termini der Tetraspanine weisen keine Ahnlichkeiten zwischen den einzelnen
Familienmitgliedern auf, wodurch diese Regionen unterschiedliche Funktionen haben
koénnen [33]. Auch die anderen Doménen tragen in unterschiedlichem Maf3e zu Struktur

und Wechselwirkungen der verschiedenen Tetraspanine bei [30].
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines Tetraspanins

Schematisch dargestellt ist die allgemeine Struktur der Tetraspanine. Diese beinhaltet vier
Transmembransegmente (TM1-4), zwei extrazellulare Domanen (kleine und grofR3e Schleife) und
drei zytoplasmatische Regionen (N-, C-Terminus und eine kurze Schleife). Die Cys-Cys-Gly-
Sequenz (CCG-Motiv) und die Position des letzten Cysteinrests in der gro3en extrazellularen
Schleife sind in allen Tetraspaninen zu beobachten. Nach Yang, Sari et al. 2016 - Tetraspanins:
Figure 1 [36].

Ein weiteres Kennzeichen der Tetraspanin-Superfamilie ist eine Cys-Cys-Gly-Sequenz
(CCG-Motiv) innerhalb der groRen extrazellularen Schleife [33]. AuBerdem enthélt diese
Schleife zwei oder vier zusatzliche Cysteinreste, wobei die Position des letzten
Cysteinrests 11 Aminosduren vom Beginn der vierten TM-Domane entfernt ist [33].
Weiterhin findet sich bei mehr als der Halfte der Tetraspanine eine Pro-x-x-Cys-Cys-
Sequenz (das PxxCC-Motiv). Die beiden Aminosauren zwischen Prolin und Cystein
konnen beliebig besetzt sein [33]. Eine Kombination dieser Merkmale unterscheidet
Tetraspanine von zahlreichen anderen Proteinen, die ebenfalls vier Transmembran-

domanen aufweisen [33].

1.4.3 Tetraspanin-angereicherte Mikrodoménen

Tetraspanine haben eine bedeutende Rolle bei der Organisation der Plasmamembran,

da sie die Eigenschaft besitzen, funktionelle Einheiten zu bilden [27, 28]. Diese Einheiten
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werden als Tetraspanin-angereicherte ~ Mikrodomanen (tetraspanin-enriched
microdomains, TEMs) bezeichnet [27, 28] (s. auch Abb. 4).

Kollagenfibrillen

W) Integrin Immunglobulin

¥ Tetraspanin

\ LAY AR
{ UH' J

Abb. 4: Darstellung einer Tetraspanin-angereicherten Mikrodoméne

Schematisch und beispielhaft dargestellt ist eine Tetraspanin-angereicherte Mikrodoméne (TEM),
welche verschiedene Tetraspanine und Bindungspartner enthélt. Gezeigt sind als mdgliche
Wechselwirkungs-partner: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR mit gebundenem G-
Protein); Mitglieder der Immunglobulin-Familie mit gebundenem, regulatorisch wirkenden 14-3-3-
Protein; Mitglieder der Integrin-Familie mit Interaktionen zu Kollagenfibrillen der
Extrazellularmatrix; Phospholipasen (hier Phospholipase C vom y-Typ (PLCy)). Uber ERM-
Proteine (Aktin-bindende Proteine mit N- und C-Terminus) erleichtern TEMs die
Signalubertragung und ermdglichen die Rekrutierung von Aktin des Zytoskeletts. Modifiziert nach
Levy 2014 - Function of the tetraspanin molecule: Figure 2 [37].

Diese Mikrodoméanen ermdglichen Membrandynamiken wie Endozytose, Recycling,
Exozytose, Zellmotilitdt (Adhésion und Migration) [28, 33] und Zellfusion [38, 39]. Sie
erleichtern die Signalibertragung von extrazellularen Stimuli zu intrazellularen
Signalwegen [37-39]. So sind TEMs beispielsweise Uber eine Aktivierung von Proteinen
der ERM-Familie (Aktin-bindende Proteine) an der Rekrutierung von Aktin des
Zytoskeletts beteiligt [37]. In unterschiedlichen Studien konnten verschiedene
Wechselwirkungen der Tetraspanine nachgewiesen werden. Es finden sich einerseits
starke Wechselwirkungen zwischen Tspans und Nicht-Tspan-Bindungspartnern wie zum
Beispiel Integrinen (vor allem B-Integrine) [28, 33, 40, 41], Signalrezeptoren (z.B.
Kinasen und Kkleine GTPasen) [38, 42, 43], Wachstumsfaktorrezeptoren [43],
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Immunglobulinen, Adhéasionsmolekilen und Proteasen [38]. Andererseits bestehen
schwache Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Mitgliedern der Tspan-
Familie [27, 44-46]. GroRe und Form der Tspan-Mikrodomanen unterscheiden sich.
Dabei bedecken die Tetraspanin-Cluster eine Oberflache von ungefahr 100 - 400 nm?
[27, 30, 47].

1.4.4 Tspan29/CD9

CD9 oder Tspan 29 in der systematischen Nomenklatur ist ein 21-24 kDa grol3es Protein
und ist durch eine breite Zell- und Gewebeverteilung charakterisiert [48]. So findet man
CD9 auf allen Hauptgruppen von Leukozyten [48], auf normalen hamatopoetischen,
endothelialen und epithelialen Zellen, in Membranen von Exosomen [49], auf Eizellen
[50, 51] und auf vielen malignen Tumorzellen [52].

Anfangs wurde CD9 als lymphohdmatopoetischer Marker identifiziert [48, 53].
Mittlerweile ist CD9 auch eine Beteiligung bei verschiedensten Zellprozessen
zugewiesen worden. So spielt es ebenso eine Rolle bei der Motilitat, Proliferation,
Differenzierung, Fusion und Adhasion von Zellen [48]. Des Weiteren modifiziert CD9
Signale fir Phagozytose und Entziindungsreaktionen auf Makrophagen [52, 54]. Auch
eine Mitwirkung bei der Spermien-Ei-Fusion [50, 51], Neuritenwachstum,
Myotubenbildung, = Wundheilung [55], Virusinfektionen, = Tumorigenitat und
Metastasierung konnte beobachtet werden [48, 50].

In  Untersuchungen zur Tumorentstehung konnte CD9 als Suppressor der
Tumorausbreitung identifiziert werden [52, 56]. Eine reduzierte CD9-Expression
korrelierte dabei mit einer Invasion und Metastasierung sowie einer schlechten Prognose
[52]. Die Korrelation zwischen reduzierter CD9-Expression und schlechter Prognose
konnte bereits bei Studien zu Melanomen, nicht-kleinzelligen Lungentumoren, Mamma-,
Kolon-, Pankreas-, Ovarial- und Prostata-Karzinomen beobachtet werden (vgl. Tab. 2)
[52]. Eine Beteiligung von CD9 bei der Metastasierung konnte in verschiedenen Studien
zu Gastro-Intestinal-Karzinomen nachgewiesen werden. Auch hier konnte man eine
umgekehrte Korrelation aufzeigen [52].

Im Rahmen von Untersuchungen zur Arthrose und zur Antigen-induzierten Arthritis
reduzierte ein CD9-Mangel den Schweregrad der Erkrankung mit Verringerung von
Knorpelabbau und Weichteilentziindung [57, 58].

Interaktionen von CD9 wurden mit Integrinen, Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie
und anderen Tetraspaninen (z.B. CD81 und CD151) Claudin-1, epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und membrangebundenen Liganden des EGFR
nachgewiesen [35, 44, 52].
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Tab. 2: Einfluss von CD9 bei der Migration und Metastasierung von Tumorzellen
Aufgelistet sind die Ergebnisse einiger ausgewahlter Studien zum metastasierungsférdernden
oder -hemmenden Einfluss des Tetraspanins CD9 bei verschiedenen Tumorerkrankungen. Die
Zahl der Markierungen (¢) gibt die Anzahl der Studien mit diesem Ergebnis wieder. Die Auflistung
orientiert sich an Jiang, Zhang et al. 2015 [41]. Kein Anspruch auf Vollstéandigkeit.

CD9-Einfluss als
Promoter Suppressor
Kleinzelliges Lungenkarzinom *
Pankreaskarzinom
Kolonkarzinom
Melanom ¢
Fibrosarkom
Multiples Myelom
Mammakarzinom *"
Ovarialkarzinom
Prostatakarzinom ¢

Art des Tumors

LR 2R 2R R R R 4

1.4.5 Tspan30/ CD63

CD63 oder Tspan30 in der systematischen Nomenklatur wird ebenfalls ubiquitér
exprimiert und lasst sich sowohl auf Zelloberflachen als auch in Membranen von Endo-
[34, 59] und Exosomen [60, 61] nachweisen.

Beteiligt ist CD63 an Zelladhasion, Motilitdt, Proliferation, Differenzierung und dem
Uberleben von Zellen [60, 62, 63]. Auch ein Beitrag zur Aktivierung von Kinasen oder
mit Metalloproteinasen interagierenden Oberflachenproteinen [62] sowie eine
Beteiligung an der Virionproduktion des HIV-Virus [64] konnte dem Tetraspanin
zugewiesen werden [34].

Des Weiteren spielt CD63 bei Tumorprozessen eine Rolle. So konnte eine erhéhte
Expression in Glioblastomen und Astrozytomen [60], beim Mammakarzinom [65],
Pankreaskarzinom [66] und in Melanomen [67] beobachtet werden (vgl. Tab. 3). Eine
Uberexpression von CD63 erhoht dabei das intrinsische Metastasierungspotential von
Tumorzellen. Eine Beteiligung bei pro-metastatischen Signalwegen und eine
Beeinflussung der Zellplastizitit konnte hierbei festgestellt werden. [34]. Auch als
prognostischer Faktor konnte CD63 bei gastrointestinalen Tumoren identifiziert werden
[68, 69]. Einige Studien zum Plattenepithelkarzinom der Zunge, Osophaguskarzinom
und Melanomen zeigten CD63 jedoch auch als Inhibitor von Malignitat und
Metastasierung [63, 70].

Im Rahmen von Untersuchungen der polymorphkernigen Neutrophilen aus der
Synovialflissigkeit von RA-Patienten wurde interessanterweise die CD63-Expression
als Membranmarker einer Aktivierungsstufe der Neutrophilen identifiziert [71].

Eine Komplexbildung mit CD63 ist unter anderem fur TIMP-1 und B1-Integrin sowie fur
das Tetraspanin CD151 bekannt [72, 73].
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Tab. 3: Einfluss von CD63 bei der Migration und Metastasierung von Tumorzellen
Aufgelistet sind die Ergebnisse einiger ausgewahlter Studien zum metastasierungsfordernden
oder -hemmenden Einfluss des Tetraspanins CD63 bei verschiedenen Tumorerkrankungen. Die
Zahl der Markierungen (¢) gibt die Anzahl der Studien mit diesem Ergebnis wieder. Die Auflistung
orientiert sich an Jiang, Zhang et al. 2015 [41]. Kein Anspruch auf Vollstéandigkeit.

CD63-Einfluss als
Art des Tumors
Promoter Suppressor

Zungenkarzinom ¢
Osophaguskarzinom .
Pankreaskarzinom ¢
Kolonkarzinom *
Melanom ¢ *
Glioblastom *
Astrozytom ¢
Mammakarzinom ¢

1.4.6 Tspan28/ CD81

CD81 (Tspan28 in der systematischen Nomenklatur) ist ein nicht glykosyliertes Protein
und unterscheidet sich daher von anderen bekannten Tetraspaninen, die in einer der
beiden extrazellularen Domanen glykosyliert sind [74]. Es wird wie die meisten
Tetraspanine in einer Vielzahl von Zellen exprimiert [51]. Dies umfasst beispielsweise
Zellen des hamatopoetischen Systems einschlie3lich B-Zellen, T-Zellen, Monozyten und
dentritischen Zellen [75], aber auch andere Zellen wie z.B. Trophoblasten [76].

Beteiligt ist CD81 bei systemischen Effekten wie z.B. dem Eisenstoffwechsel [77]. Es
zeigte sich auBerdem eine Mitwirkung bei zellularen Mechanismen, wie z.B. der Eizell-
befruchtung [43], B-Zell-Aktivierung [78] sowie bei der T-Zell-Differenzierung im Rahmen
der Pathogenese von Praeklampsie [76]). Des Weiteren ist CD81 eine Beteiligung an
funktionellen (z.B. Adhasion, Migration, Proliferation [75, 78]) sowie molekularen
Mechanismen (z.B. Rezeptorclustering und Signallbertragung wie Aktivierung der extra-
zellularen signalregulierten Kinase (Erk) [31, 74, 75, 78]) zuzuordnen.

Eine erhéhte Wachstumsrate und Tumorprogression, z.B. bei Haut- und Lebertumoren
durch eine Hochregulation von CD81 [43, 74], konnte nachgewiesen werden (vgl. Tab.
4). Im Rahmen von Untersuchungen zu Mammakarzinomen zeigte sich eine erhéhte
CD81-Expression und eine Korrelation mit Metastasierungsvorgangen, dem klinischen
Stadium und einer schlechteren Prognose [79]. Vergleichsweise ging beim
Plasmazellmyelom ein CD81-negativer Befund mit einer besseren Prognose einher [77].
Im Gegensatz dazu war beim hapatozellularen Karzinom der Verlust von CD81 mit einer
Differenzierung und Metastasierung verbunden [80].

Weiterhin konnte eine Rolle von CD81 bei Infektionen mit enteropathogenem
Escherichia coli (EPEC) [31], Plasmodium falciparum-Sporozoiten in Hepatozyten und

dem Hepatitis-C-Virus festgestellt werden [74].
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Molekular wird eine Komplexbildung unter anderem mit weiteren Tetraspaninen wie
CD9, CD19, CD21, CD82, CD151 sowie weiteren Oberflachenmolekillen wie dem B-
Zell-Rezeptor, Integrinen und Immunglobulinen beobachtet [43, 75, 78, 79].

Tab. 4: Einfluss von CD81 bei der Migration und Metastasierung von Tumorzellen
Aufgelistet sind die Ergebnisse einiger ausgewahlter Studien zum metastasierungsfordernden
oder -hemmenden Einfluss des Tetraspanins CD81 bei verschiedenen Tumorerkrankungen. Die
Zahl der Markierungen (¢) gibt die Anzahl der Studien mit diesem Ergebnis wieder. Die Auflistung
orientiert sich an Jiang, Zhang et al. 2015 [41]. Kein Anspruch auf Vollstéandigkeit.
CD81-Einfluss als

Art des Tumors
Promoter Suppressor
Hepatozellulares Karzinom ¢ ¢
Melanom ¢
Plasmazellmyelom *
Mammakarzinom *

1.4.7 Tspan24 / CD151

CD151 oder Tspan24 in der systematischen Nomenklatur ist das erste charakterisierte
Mitglied der Tetraspaninfamilie. Es ist auch bekannt als Glykoprotein-27 (GP-27),
Antigen der roten Blutkérperchen MER 2 (MER 2), Thrombozyten-Endothel-Tetraspan-
Antigen-3 (PETA-3) oder Raph-Blutgruppen-Antigen (RAPH)/ Membranglykoprotein
SFA-1 (SFA-1) [81]. CD151 ist in mehreren Zelltypen verbreitet und konnte unter
anderem als Oberflachenprotein in Endothelzellen und Blutplattchen nachgewiesen
werden [73], kommt aber auch intrazellular in zytoplasmatischen Vesikeln und in
perinuklearen Regionen vor [82].

CD151 ist an Funktionen wie der Aufrechterhaltung einer normalen zellularen Integritat,
der Kommunikation zwischen Zellen, an der Wundheilung [83], Blutplattchen-
aggregation, Regulation der Membranfusion, Zellmotilitat und der Angiogenese [84]
sowie intrazellular an der Aktivierung von kleinen GTPasen beteiligt [73, 85]. AuRerdem
werden CD151 pro-tumorigene und pro-metastatische Funktionen zugeschrieben
(vgl. Tab. 5) [81, 84—86]. Bei einer hochregulierten Expression von CD151 finden sich
haufig epitheliale Malignitaten und eine schlechte Prognose [85, 86]. Eine
Uberexpression korreliert zudem mit der TumorgréRe, der Invasionstiefe und einem
fortgeschrittenem Stadium des Tumors [73, 87]. Ebenso konnte ein ausgepragter
Gradient der CD151-Expression besonders an der invasiven Front von Tumoren
festgestellt werden [73, 88]. Bei einer Studie konnte weiterhin beobachtet werden, dass
eine Immunisierung gegen CD151-Peptide ein Fortschreiten der Tumorerkrankung
unterdrickte und zu einem langeren Gesamtiuberleben im Mausmodell beitrug [86].
Bestatigt wurde diese Funktion in Studien zum Plattenepithelkarzinom der Haut, bei

Lungen- [89], Kolon- [90], Osophagus- [91], Pankreas- [92], hepatozellularen [93],
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Gallenblasen- [93], Ovarial- [94] und Endometriumkarzinomen [73, 93, 95]. CD151-
Knockout-Mause zeigten in einigen Untersuchungen eine Abnahme der Tumorlatenz,
der Tumorinzidenz, der Multiplizitdt und der GrofRRe [73]. Auch ein Zusammenhang
zwischen einer hochregulierten CD151-Expression und einer Resistenz gegen eine
medikamentdse Tumortherapie liel sich erkennen [96]. Des Weiteren wurde eine
Beteiligung an der Regulation der Expression des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptors 2 (FGFR2) entdeckt, welche auf eine Mitwirkung bei der
Mammakarzinomentstehung hinweist [85, 97].

Tab. 5: Einfluss von CD151 bei der Migration und Metastasierung von Tumorzellen
Aufgelistet sind die Ergebnisse einiger ausgewahlter Studien zum metastasierungsfordernden
oder -hemmenden Einfluss des Tetraspanins CD151 bei verschiedenen Tumorerkrankungen. Die

Zahl der Markierungen (#) gibt die Anzahl der Studien mit diesem Ergebnis wieder. Die Auflistung
orientiert sich an Jiang, Zhang et al. 2015 [41]. Kein Anspruch auf Vollstéandigkeit.

CD151-Einfluss als
Art des Tumors
Promoter Suppressor
Lungenkarzinom ¢
Zungenkarzinom ¢
Osophaguskarzinom *
Magenkarzinom ¢
Hepatozellulares Karzinom *
Gallenblasenkarzinom ¢
Pankreaskarzinom ¢
Kolonkarzinom *
Epidermalkarzinom 40444
Fibrosarkom *
Glioblastom ¢
Mammakarzinom 0044
Ovarialkarzinom ¢
Endometriumkarzinom *
Zervixkarzinom ¢
Prostatakarzinom *"

Im Rahmen von Studien zur Arthrose konnte eine vermehrte Expression von CD151 im
arthrotischen Knorpel und eine mdgliche Mitbeteiligung bei der Knorpelzerstérung
gezeigt werden [98]. Auch eine Beteiligung bei Asthma, Influenza und idiopathischer
Lungenfibrose wurde beschrieben [82].

Komplexe bildet CD151 mit verschiedenen Integrinen (z.B. a3p1-, a6B1-, a7B1- und
a6B4), intrazellularen Signalmolekilen wie Phosphoinositid-4-Kinase (PI4K) und
Proteinkinase C (PKC), Adhasionsmolekilen, Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Metallo-
proteinasen, Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie und anderen Tetraspaninen wie
CD9, CD63 und CD81 [73, 82]. Besonders die spezifische Bindung an Laminin-bindende
Integrine ist fir die Rolle von CD151 bei der Adhasion, Migration und Signallbertragung
von Bedeutung [73, 97].
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1.5 Fragestellung und Ziele

Die Rolle verschiedener Tetraspanine bei Tumorerkrankungen wurde vielfach
untersucht und eine Beteiligung bei der Metastasierung nachgewiesen. Die rheumatoide
Arthritis ist im Vergleich hierzu durch eine anhaltende Synovialentziindung und einer
Gelenkzerstérung charakterisiert, welche zu einem groRen Teil durch aktivierte
Synovialfibroblasten mit einem erhéhten Migrationspotential vorangetrieben wird und
zahlreiche Parallelen zu malignen Erkrankungen aufweist [10]. Dies impliziert, dass
Tetraspanine auch einen Einfluss auf die Migration von RA-Synovialfibroblasten haben
kénnten. Im Rahmen friherer Studien wurde die Expression des Tetraspanins CD82 in
Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis im Vergleich mit Fibroblasten von
Patienten mit Arthrose untersucht [29]. Eine erhdhte Expression konnte in diesem
Vergleich bei RA-Fibroblasten beobachtet werden [29]. In Untersuchungen vom
Synovium des Kniegelenks konnte eine vermehrte Expression im Bereich der Gefalle,
des lining layer und der Invasionszone sowie eine verminderte Expression im sublining
festgestellt werden [29]. Diese Beobachtungen warfen die Frage auf, ob weitere
Tetraspanine im Synovium bei Patienten mit rheumatoider Arthritis exprimiert und
pathophysiologisch aktiv sein kdnnten, da Tetraspanine in bestimmten Bereichen der
Membran angereichert vorkommen und so zur veranderten Zellbewegung beitragen
kénnen. Es wurden daher verschiedene Mitglieder aus der Familie der Tetraspanine fiir
diese Dissertationsarbeit ausgewahlt, deren Einfluss bei der Zellmotilitat bekannt ist, und
die Expression dieser Tetraspanine mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) getestet.
In der PCR wurden die Tetraspanine Tspan 5, 10, 13, 24, 27, 28, 29 und 30 Uberprift
und die Tetraspanine CD9, CD63, CD81 und CD151 aufgrund des Expressionsprofils
als am Vielversprechendsten identifiziert.

Ziel dieser Arbeit war, die Expression und Lokalisation der vier Tetraspanine CD9, CD63,
CD81 und CD151 im Synovium von Patienten mit rheumatoider Arthritis zu
charakterisieren. Dieses Ziel sollte durch die Darstellung mittels Immunhistochemie und
Immunfluoreszenz erreicht werden und beinhaltete die Etablierung der entsprechenden
experimentellen Verfahren fur die entsprechenden Tetraspanine. Weiterhin sollte die
Tetraspanin-Expression nach Aktivierung synovialer Fibroblasten mittels Zellkultur und
Real-Time-PCR untersucht werden. Als Vergleichsgruppe fur samtliche Versuche diente
das Synovium von Patienten mit Arthrose, da die Gelenkzerstorung bei dieser
Erkrankung durch einen degenerativen Prozess verursacht wurde und keine

autoimmune Beteiligung vorliegt.
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2. MATERIAL

Fur die Durchfiihrung der verschiedenen Versuche wurden unterschiedliche Materialien
verwendet, welche in den folgenden Kapiteln dargestellt sind.

2.1 Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Materialien

Tab. 6: Verwendete allgemeine Chemikalien, Reagenzien und Materialien

Substanz Hersteller
Lésungsmittel
ddH20 Millipore
Methanol Rotipuran Carl Roth
Ethanol (vergallt) Carl Roth
Aceton, 299,7 %, Ph.Eur., reinst Carl Roth
Xylol (Isomere), <98% rein fiir Histologie Carl Roth
PBS (phosphatgepufferte Salzlésung) (1x) Biochrom
PBS (10x) Biochrom
NaCl Carl Roth
KCI Carl Roth
Na2HPO4*2H20 Carl Roth
KH2PO4 Merck
Tri-Sodium-Citrate-Dihydrat Sigma
Tween20 Carl Roth
NaOH-Platzchen Carl Roth
Salzséure 32% Carl Roth
. Einbettmedien |
Tissue Tek O.C.T. Compound Sakura
Roti®-Plast (Paraffin Pastillen Carl Roth
Entwicklungsmedien und Detektionssysteme
DAPI-staining Sigma-Aldrich
Strep HRP Jackson ImmunoResearch
AEC Substrate Kit, Peroxidase Biozol
Microscopy Entellan® VWR
Kaisers Glyceringelatine VWR
Fluorescence Mounting Medium Dako
Histologiezubehor
Objekttrager Superfrost plus 25x75mm Langenbrinck
Deckgléaser 20x20mm Carl Roth
Deckgléaser 25x50mm Carl Roth
Pap Pen Immunostaining Pen, Spitzendicke: 2 mm G. Kisker

Tab. 7: Fur Hamatoxylin-Eosin-Farbung verwendete Reagenzien

Substanz Hersteller
Hamatoxylin Carl Roth
Natriumjodat NaJO3 Sigma
Kaliumaluminiumsulfat Sigma
Chloralhydrat Sigma
Zitronensaure-Monohydrat Sigma
Eosin Carl Roth
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Tab. 8: Verwendete Blockldsungen

Substanz Hersteller
BSA (2%, 5%, 10%) Carl Roth
10% FCS (Fetal Calf Serum) | Sigma-Aldrich
10% Huhnerserum Sigma
10 % BSA-Mix bestehend aus 10 % BSA, 10 % FCS, 10 % Hihnerserum
Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth
Milchpulver Carl Roth

Ziegenserum

Jackson Immuno Research

Kaninchenserum

Jackson Immuno Research

Tab. 9: Fir den ELISA verwendete Materialien und Substanzen

Material/Substanz Hersteller
Human IL-6 Quantikine ELISA Kit Bio-Techne
Gewebekulturplatte, 96 well, steril Corning

Tab. 10: Fir die RNA-Isolation verwendete Materialien und Substanzen

Material/Substanz Hersteller
RNeasy® mini Kit Qiagen
Ethanol, extra pure (unvergallt) Carl Roth
B-Mercaptoethanol Merck

Tab. 11: Fur die cDNA-Synthese verwendete Materialien und Substanzen

Material/Substanz Hersteller
AMV-RT-Puffer Promega
PCR dNTP-Mix Sigma
AMV Reverse Transkriptase Promega
Primer random Hexamer 2mg Sigma
RNasin Plus Promega

Tab. 12: Fir die Real-Time-PCR verwendete Materialien und Substanzen

Material/Substanz Hersteller
SYBR Green Mix Thermo Fisher contains 3,0 mM mgCI2 ThermoFisher
Absolute gPCR SYBR Green Capillary Mix 2000 rxn a 20 pl ThermoFisher
MgCI Stock Sol (25 mM/L) 5x1,5 ml Sigma
gPCR Grade water ThermoFisher

2.2 Herkunft der Gewebeproben

Sowohl die verwendeten Gewebeproben fur die histologischen Farbungen als auch die
verwendeten Zelllinien der synovialen Fibroblasten fir Zellkultur und Real-Time-PCR
wurden aus Synovium des Kniegelenks von Patienten mit gesicherter rheumatoider
Arthritis bzw. Arthrose im Rahmen einer Kniegelenksersatz-OP gewonnen. Alle RA-

Patienten erfillten die Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology

[16]. Entnommen wurden die

den Universitatskliniken Giel3en und Regensburg sowie in der orthopadischen Abteilung
des Markus-Krankenhauses Frankfurt. Eine schriftliche Einwilligung aller Patienten in die
Verwendung ihrer Gewebeproben und ein entsprechendes Ethikvotum der 6rtlichen

Ethikkommission (Universitat Regensburg und Justus-Liebig-Universitat Giel3en) liegen

Gewebeproben zwischen den Jahren 2012 und 2019 an
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vor.
Fur die histologischen Untersuchungsmethoden wurden insgesamt 15 Proben von RA-
Patienten und 15 von OA-Patienten eingeschlossen. Fir die Zellversuche wurden Zellen
von funf RA-Patienten und finf OA-Patienten verwendet. Dabei konnten Zellen von zwei
OA-Patienten und einem RA-Patient eingeschlossen werden, deren Synovialgewebe
parallel mittels der histologischen Methoden untersucht wurden. Zusatzlich wurden

Zellen weiterer OA- bzw. RA-Patienten verwendet.

2.3 Antikorper

Im Rahmen der immunhistochemischen und Immunfluoreszenz-Farbungen wurden
sieben Primarantikdrper und sieben Sekundarantikdrper zur Optimierung und Farbung
verwendet (s. Tab. 13 und Tab. 14). Aul3erdem wurden drei verschiedenen Isotyp-

Kontrollen genutzt (s. Tab. 15).

Tab. 13: Verwendete Priméarantikérper

Antikodrper Spezifitat Typ Hersteller
;lzibbi;gslélggnal Eir;i]g%hen et IgG polyklonal biorbyt
;i?ggg; lélggg al Eirgri]r;(;hen Anti- IgG polyklonal proteintech
T o e

mouse monoklonal

antibody CD81 Maus Anti-Human IgG monoklonal abcam
rabbit anti-human Kaninchen Anti- 19G polvklonal abcam
CD82 Human 9% POy

rabbit polyklonal Kaninchen Anti- :
antibody CD151 Human 19G polyklonal biorbyt
VATETIN MCYEE Maus Anti-Human IgG2ak Dako

monoklonal antibody

Tab. 14: Verwendete Sekundarantikdrper

Antikorper Spezifitat Typ Hersteller
Anti-Rabbit IgG Ziege Anti-Kaninchen | 1gG polyklonal, Biotin | BD Pharmingen
Alexa Fluor 546 Ziege Anti-Kaninchen | IgG polyklonal ThermoFisher
Alexa Fluor 488 Ziege Anti-Maus IgG polyklonal ThermoFisher
Dylight 649 Esel Anti-Kaninchen IgG polyklonal BioLegend
Cy3 Goat Anti-Rabbit | Ziege Anti-Kaninchen | I1gG SEEET

ImmunoResearch
;gt?bi?oat Anti- Ziege Anti-Kaninchen | 1gG polyklonal abcam

28



Material und Methoden

Tab. 15: Verwendete Isotypkontrollen

Antikorper Spezifitat Typ Hersteller
L%?]?:L:QG e Kaninchen Anti-Human IgG monoklonal abcam
rabbit 1gG Isotyp Kaninchen Anti-Human IgG polyklonal biorbyt
control
mouse loeie Maus Anti-Human IgG2ak monoklonal | BD Pharmingen
isotype control

2.5 Primer

Die bendtigten mRNA-Sequenzen der Tetraspanine wurden in der Literatur recherchiert

und die Spezifitdt der Primersequenzen verifiziert. Die verwendeten Primer und ihre

Sequenzen sind in Tab. 16 dargestellt.

Tab. 16: Verwendete Primer

Gen Sequenz MgCl2 (mM) | Temperatur (°C)

CD9 (vorwarts) TCGCCATTGAAATAGCTGCGGC nicht nicht verwendet
CD9 (rickwarts) CGCATAGTGGATGGCTTTCAGC verwendet
CD63 (vorwarts) CAACCACACTGCTTCGATCCTG 50 48
CD63 (rickwarts) | GACTCGGTTCTTCGACATGGAAG '
CD81 (vorwarts) CTGCTTTGACCACCTCAGTGCT 30 49
CD8L1 (rickwarts) | TGGCAGCAATGCCGATGAGGTA '
Do VOrwalts) | GGAGAACCTGAAGGACACCATG 20 8

y ; CAGTCCTGTGAGTTGTTGCTGC '
(rickwarts)

2.6 Fur die Zellkultur verwendete Materialien
Tab. 17: Fur Zellkultur verwendete Materialien und Substanzen
Material/Substanz Hersteller

DMEM (Dulbgccos Modified Eagle’s Medium), 1 g/l Glucose, GE Healthcare
mit L-Glutamin
10% FCS (Fetal Calf Serum) Sigma
1% Penicillin/Streptomycin (P/S) Omnilab
1% HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl-)1-piperazinyl-)ethansulfonséure) GE Healthcare
Typsin/EDTA Capricorn
Interleukin 18 (IL-18) bio-techne
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) peprotech
BMercaptoethanol Merck
T75-Flasche Greiner bio-one
Gewebekulturplatte (wells) Corning
Einfriervials (Cryo.Vials TM) Greiner bio-one

Tab. 18: Fiur die Zellkultur verwendete Lésungen

Losungen

Zusammensetzung

Fibroblastenmedium

Grundmedium DMEM, 10 % FCS, 1 U/ml P/S, 1 mM HEPES

Einfriermedium

9ml FCS, 1 ml DMSO
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2.7 Gerate
Tab. 19: Verwendete Gerate und Programme
Geratetyp/Programm Hersteller
Kryostat CM3050S Leica
Multifuge 3 S-R Heraeus
Mikroskop Leica CTR6000 Leica

Mikroskop Software Leica V4.9

Leica Application Suite

Microsoft Fotos 2020

2020 Microsoft Corporation

Brutschrank (C150)

Binder GmbH, Tuttlingen

Rotationsschittler (Unimax 1011)

Heidolph Instruments

GeneAmp PCR System 9700

PE Applied Biosystems

Nanodrop Spectrophotometer ND1000

Nanodrop

Light Cycler 1,5

Roche

Light Cycler Software 4.1

Light Cycler 3 Front Screen

GraphPad Prism 6 und 8

GraphPad Prism

Microsoft Office Word und Excel

Microsoft Corporation
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3. Methoden

Bei vielen der im Folgenden beschriebenen Verfahren handelt es sich um etablierte
Methoden, die im Rahmen der Promotionsarbeit an die jeweilige Fragestellung adaptiert
wurden. Die Etablierung der immunhistochemischen und Immunfluoreszenz-Farbung flr
die Tetraspanine CD9, CD63, CD81 und CD151, deren Auswertung, die Entwicklung
und Anwendung der beschriebenen Scores und Korrelationen sowie deren Auswertung,
als auch Ausfuhrung der Zellstimulierung der RASF und OASF (OA-synoviale
Fibroblasten) bis hin zur Real-Time-PCR und ihrer Auswertung wurden von der
Promovendin durchgefinhrt.

3.1 Histologische Methoden

3.1.1 Verwendete Gewebeproben

Die im Rahmen von Kniegelenksersatz-Operationen enthommenen Gewebeproben
wurden anhand von Standardprotokollen der Arbeitsgruppe nach der OP in Behaltnissen
mit steriler physiologischer Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) zur Weiterverarbeitung nach
Bad Nauheim gebracht. Dort wurde das Synovium mittels Skalpells von Knochen oder
Knorpel getrennt und in etwa 1 mm? groBe Gewebestiicke geschnitten. AnschlieRend
wurden die Gewebeproben sowohl zur Gewinnung humaner synovialer Fibroblasten
weiterverarbeitet als auch fur die histologischen Untersuchungen entweder in Paraffin
eingebettet oder in OCT TissueTek Einfriermedium mittels flussigen Stickstoffs
eingefroren. Die verwendeten Gewebe lagen in der Gewebe- und Zellbank in Bad

Nauheim vor.

3.1.2 Anfertigen von Gefrierschnitten

Das in TissueTek eingefrorene Gewebe wurde mittels Kryostat bei einer Temperatur von
-15 bis -20 °C zu 5 ym dicken Serienschnitten weiterverarbeitet und anschlieRend auf
einem Objekttrager flr zehn Minuten in Aceton fixiert. Nach kurzem Abdampfen des
Acetons wurden die angefertigten Schnitte entweder direkt fur anschlieRende Farbungen

verwendet oder bis zu ihrem spéteren Einsatz bei -20°C gelagert.

3.1.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Gewebeproben von Lunge, Gehirn, Niere und Fettgewebe wurden als Kontrollgewebe
nach der Entnahme zunachst durch eine aufsteigende Ethanolreihe schrittweise
dehydriert. Daraufhin wurde das Gewebe bei 60 °C in Paraffin getrankt und in einer

passenden Einbettform bei Raumtemperatur ausgehéartet und lagen in der Gewebebank
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vor. Mittels eines Rotationsmikrotoms wurden von den in den Paraffinblocken
befindlichen Geweben 5 pm dicke Gewebeschnitte angefertigt. Die Schnitte glitten
daraufhin in ein 40 °C warmes Wasserbad, wo sie auf einen Objekttrager tberfuhrt
wurden. AnschlieBend wurden die Objekttrager getrocknet und bei Raumtemperatur

gelagert.

3.1.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Beurteilung der verwendeten Gewebeproben wurden sowohl fir die Paraffin- als
auch fuar die Gefrierschnitte jeweils Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (H/E-Farbung)
angefertigt. Die Paraffinschnitte wurden zunachst durch eine Reihe aus zweimal Xylol
(10 min) und einer absteigenden Ethanolreihe (je 10 min 100%, 96% Ethanol (EtOH)
und je 5 min 80%, 70%, 50% EtOH) entparaffiniert und anschlieend fur finf Minuten in
PBS (phosphatgepufferte Salzlésung) getaucht. Fir Gefrierschnitte entfielen die
vorbereitenden Schritte und es konnte direkt mit dem funf-minutigen Eintauchen in PBS
begonnen werden. Es folgte jeweils eine siebenminitige Farbung mit Hamalaun und
Eosin, nach der sich jeweils ein Waschgang mit Leitungswasser anschloss. Zum
Dehydrieren wurde eine aufsteigende Reihe von Ethanol (je 5min 50%, 70%, 96%, 100%
EtOH) und dreimal vier Minuten Xylol durchlaufen. Eingedeckelt wurde mittels Entellan.

3.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) beruht auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Dabei bindet
ein konjugierter Antikdrper spezifisch nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip an das
entsprechende Epitop des Antigens. Im ndchsten Schritt bindet ein Sekundarantikdrper
an das Fc-Fragment des Primar-Antikopers. Die hier durchgefuhrte Immunhistochemie
folgt dem Prinzip einer indirekten Immunhistochemie. Dabei sorgt das mit einem
enzymgekoppelten Sekundar-AK konjugierte Chromogen mittels einer entsprechenden
Farbreaktion fur ein Signal am Ort des Epitops. Mit dem verwendeten Detektionssystem
einer indirekten IHC ermdglicht man eine Signalverstarkung, die bei einer direkten
Methode nicht gegeben ist [99-101].

Im Folgenden wird das allgemein fur die Immunhistochemie verwendete Protokoll
beschrieben (Zusammenfassung s. Tab. 20). Auf variierende Parameter wird
hingewiesen und diese anschlie3end in den Kapiteln des Ergebnisteils zur Etablierung
der verschiedenen Tetraspanine genauer erlautert (s. Kapitel 4.1.1.1, 4.1.2.1, 4.1.3.1
und 4.1.4).
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Tab. 20: Allgemeines Immunhistochemie-Protokoll
Dargestellt ist das allgemein verwendete IHC-Protokoll. Im Rahmen der Etablierung variierende

Parameter sind mit blau markiert und werden anschlieend in den Kapiteln des Ergebnisteils zur

Etablierung der verschiedenen Tetraspanine genauer erldutert.

1. Tag

2. Tag

« Kryoschnitte kurz auftauen lassen,
Paraffinschnitte entparaffinieren, dann
5 Minuten rehydrieren

 Peroxidase Block (70 ml MeOH + 700 pl
30% H202) 30 Minuten bei 4°C

« 2x 5 Minuten in PBS waschen

« Blocken: mit Blocklosung 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren (feuchte

« 2X 3 Minuten in PBS waschen,
trockenwischen

- Sekundarantikorper 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren (feuchte
Kammer):

« Rabbit IgG in goat; BD Pharmingen;
¢ 125 pg/ml; Verdinnung 1:200 in PBS

« Strep HRP 30 Minuten HRP bei
Raumtemperatur inkubieren (feuchte

Kammer) Kammer):

« Jackson Immuno Research;
« Auftragen von Negativkontrolle, e Verdinnung 1:500 in PBS
Isotypkontrolle bzw. Antikdrper
(jeweils ca. 100 pl/Schnitt):

« Negativkontrolle: 100 pl PBS

« Isotypkontrolle:

« Isotypkontroll-Antikérper,

« Verdunnung 1:x in Losungsmittel

o Antikorper: Tetraspanin-Antikorper,

Verdinnung 1:x in Losungsmittel

« 2x 3 Minuten in PBS waschen,
trockenwischen

« Entwickeln mittels AEC Substrate Kit
(nach Herstellerprotokoll von Biozol,
ca. 100 pl/Schnitt)
o Entwicklung unter dem Mikroskop
beobachten
« moglichst gleichzeitiges Abstoppen aller
Schnitte nach x Minuten in einer Klvette
mit PBS fur mind. 5 Minuten

« Uber Nacht bei 4°C inkubieren (feuchte
Kammer)

. Auftragen von Glyceringelatine (VWR) und
Deckglas

Fir eine immunhistochemische Farbung wurden die Kryoschnitte nach kurzem Auftauen
fur funf Minuten rehydriert. Paraffinschnitte wurden, wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben,
vorher entparaffiniert. Daraufhin wurden die Schnitte einem Peroxidase-Block (70 ml
MeOH + 700 pl 30 %-iges H20y) fur 30 Minuten bei 4 °C zugefihrt. Auf diese Weise
sollte eine endogene Enzymaktivitat mit Umsetzung des Chromogens im Gewebe
verhindert werden [100, 101].

Es folgte ein zweimaliger Waschschritt in PBS fur funf Minuten. PBS ist eine
phosphatgepufferte Salzldsung mit den Eigenschaften eines konstanten pH-Wertes und
eines osmotischen Drucks des menschlichen Organismus im Sinne einer isotonischen
Salzlbsung, welche fur Zellen nicht schadlich ist [100, 101].

Anschlielend wurde ein Blocken unspezifischer Bindungen in einer feuchten Kammer
bei Raumtemperatur fir eine Stunde durchgefiihrt. Die beim Blocken verwendete

Substanz konkurriert durch ihre Bindung an die Oberflache und der Abséttigung von
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elektrostatischen Ladungen der Proteine mit der unspezifischen Bindung des
Nachweisantikérpers und verhindert diese. Somit wird ein unspezifisches
Hintergrundsignal vermindert. Dabei liegt die Blocklésung im Verhdéltnis zum
Nachweisantikérper im Uberschuss vor. Verwendet werden Normalseren wie
beispielsweise Milchpulver oder BSA (bovines Serumalbumin), welche keine
spezifischen Antikdrper gegen gesuchte Antigene besitzen [99-101]. Die verwendete
Blockldsung und -konzentration wurde wahrend der Etablierung und zwischen den
verschiedenen Tetraspaninen zur Etablierung variiert. Welche Substanzen wahrend der
Etablierung getestet wurden, ist in Tab. 8 zusammengefasst.

Nach dem Blocken wurden Negativkontrolle ohne Primarantikérper (100 pl PBS),
Isotypkontrolle oder Antikdrper (je 100 pl pro Schnitt) auf das Gewebe aufgetragen und
Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Auf die Negativkontrolle wurde
ausschlie3lich das Losungsmittel, in welchem die Priméar-AK geldst wurden, ohne einen
Primar-AK aufgetragen. Dies diente dazu, unspezifische Bindungen des Detektions-
Systems aufzudecken. Als Isotypkontrolle wurden Primar-AK aufgetragen, welche den
Arten der schweren Kette (IgG), der Unterklasse und der leichten Kette des
Nachweisantikbrpers entsprachen. Sie wurde dabei in einer mit der
Antikérperkonzentration Ubereinstimmenden Verdinnung aufgetragen. Isotypkontrollen
dienten als Negativkontrollen, die das Ausmafl der unspezifischen Bindungen des
Nachweisantikbrpers an die untersuchten Gewebe oder Zellen in Form von
Hintergrundsignalen aufzeigen sollten. Auch auf eine Ubereinstimmende Herstellung der
Antikdrperseren wurde geachtet. Unterschieden wurde zwischen monoklonalen
Antikérpern, welche nur ein Epitop des Antigens erkennen, und polyklonalen
Antikoérpern, welche gegen mehrere Epitope des Antigens gerichtet sind [99-101]. Die
verwendeten Primarantikorper und ihre eingesetzten Konzentrationen variierten
wahrend der Etablierung der jeweiligen Tetraspaninfarbungen.

Auf die Ubernacht-Inkubation folgte ein weiterer Waschschritt in PBS fir finf Minuten
und anschlieRend eine einstiindige Inkubation aller Schnitte mit dem Sekundarantikdrper
in einer Feuchtekammer bei Raumtemperatur. Verwendet wurden in Ziege generierte
Anti-Kaninchen 1gG-Antikérper (BD Pharmingen, 125 pg/ml) in einer Verdinnung von
1:200. In diesem Schritt bindet der Sekundarantikorper, welcher gegen die Spezies der
Primarantikbrper sowohl der Isotypkontrolle als auch des jeweiligen Tetraspanins
gerichtet ist, an diese.

Darauf folgte eine weitere Inkubation mit HRP-konjugiertem Streptavidin (Jackson
ImmunoResearch) mit einer Verdinnung von 1:500 in der Feuchtekammer bei

Raumtemperatur. Streptavidin HRP (horseradish peroxidase) ist hierbei mehrfach an

34



Material und Methoden

den Sekundar-AK konjugiert und stellt die Verbindung zwischen Sekundar-AK und
Chromogen dar. So erhdlt jeder einzelne Sekundar-AK mehrere signhalgebende
Molekle, die zur Signalverstarkung fihren.

Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Gewebeschnitte mit dem Detektions-Kit
AEC (nach Herstellerprotokoll von Biozol angefertigt) entwickelt. AEC (3-Amino-9-
ethylcarbazol) ist als Chromogen fir das generierte rote Signal verantwortlich. Die
Farbentwicklung wurde unter dem Mikroskop beobachtet und die Reaktion nach
vollstdndigem Ablauf in allen Gewebeschnitten nach der gleichen Zeit abgestoppt. Die
Zeit wurde ab Hinzupipettieren des AEC bis zum Abstoppen gemessen. Sie variierte
zwischen den unterschiedlichen Etablierungs-Varianten der jeweiligen Tetraspanine und
wurde jeweils notiert. Nachdem die Reaktion in den Gewebeschnitten fir finf Minuten in
PBS abgestoppt wurde, folgte das Abdecken der Schnitte mit Kaisers Glyceringelantine
(VWR) sowie einem Deckglas. Im Rahmen der Etablierungsschritte zu den
verschiedenen Tetraspaninen wurde das hier beschriebene Basisprotokoll an
verschiedenen Stellen variiert. Zu den Variablen gehdrten Blocking, Inkubationsdauer,
Umgebungstemperatur bei Inkubation, Isotypkontrolle, Primér-AK, verwendetes
Sekundarsystem, Gewebetyp und Fixierung. Inkubationen erfolgten, wenn nicht anders

beschrieben, immer bei Raumtemperatur (RT) in einer feuchten Kammer.

3.3 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz (IF) ist eine Variante der Immunhistochemie. Sie beruht ebenso
wie die IHC auf einer Antigen-Antikbrper-Reaktion, jedoch wird ein anderes
Detektionsprinzip verwendet. Das mit dem Sekundar-AK gekoppelte Detektionssystem
funktioniert bei der Immunfluoreszenz mittels einer relativ schnell abklingenden
Lichtemission durch Atome oder Molekile, die durch Absorption energiereicher Strahlen
angeregt wurden und diese Energie teilweise als langerwellige Strahlung wieder
abgeben. Hierfir wurden die Gewebeschnitte mit speziellen Fluoreszenzfarbstoffen,
sogenannten Fluorochromen angefarbt [99, 101, 102].

Im Folgenden wird das allgemein fur die Immunfluoreszenz verwendete Protokoll
beschrieben (Zusammenfassung s. Tab. 21). Auf variierende Parameter wird
hingewiesen und diese anschlie3end in den Kapiteln des Ergebnisteils zur Etablierung
der verschiedenen Tetraspanine genauer erlautert (s. Kapitel 4.1.1.3, 4.1.2.2 und
4.1.3.2). Die endgultig etablierten Substanzen und Konzentrationen finden sich in Tab.
22 bis Tab. 24).
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Tab. 21: Allgemeines Immunfluoreszenz-Protokoll

Dargestellt ist das allgemein verwendete Immunfluoreszenz-Protokoll. Im Rahmen der
Etablierung variierende Parameter sind mit blau markiert und werden anschlieBend in den
Kapiteln des Ergebnisteils zur Etablierung der verschiedenen Tetraspanine genauer erldutert.

1. Tag 2. Tag
« Kryoschnitte kurz auftauen lassen, « 2x 3 Minuten in PBS waschen, trocken
Paraffinschnitte entparaffinieren, dann wischen

5 Minuten rehydrieren
« Sekundar-Antikérper 60 Minuten bei

« Blocken: mit Blocklosung 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (feuchte
Raumtemperatur inkubieren (feuchte Kammer):
Kammer) o Sekundéarantikérper: Sekundarantikorper,

« Verdinnung 1:x in Losungsmittel
« Auftragen von Negativkontrolle,

Isotypkontrolle bzw. Antikdrper « 2x 3 Minuten in PBS waschen, trocken
(jeweils ca. 100 pl/Schnitt): wischen
« Negativkontrolle: 100 ul PBS
« Isotypkontrolle: « Entwickeln mittels DAPI-Lésung
Isotypkontroll-Antikérper, (Sigma-Aldrich, ca. 100 pl/Schnitt)
Verdinnung 1:x in Losungsmittel « Verdinnung 1:5000 in Methanol
« Antikdrper: Tetraspanin-Antikdrper, « Abstoppen aller Schnitte nach 10
Verdunnung 1:x in Losungsmittel Sekunden in einer Kuvette mit PBS

fur mind. 5 Minuten

« Uber Nacht bei 4°C inkubieren (feuchte
Kammer) « Auftragen von Fluorescence Mounting

Medium (Dako) und Deckglaschen

Fur eine Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Kryoschnitte nach kurzem Antauen fur
funf Minuten in PBS rehydriert. AnschlieRend folgte ein Blocken der unspezifischen
Bindungen fir eine Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Die
verwendeten Substanzen und Konzentrationen variierten je Tetraspanin und
Etablierungs-Protokoll. Als nachstes folgten das Auftragen von Negativkontrolle (100 pl
PBS), Isotypkontrolle oder Antikérper (je 100 pl pro Schnitt) sowie eine Ubernacht-
Inkubation in einer feuchten Kammer bei 4 °C. Wahrend der Etablierung variierten die
verwendeten Antikorper und die eingesetzte Verdinnung. Der Isotypantikdrper wurde
beziglich seiner Eigenschaften passend fur den jeweiligen Tetraspaninantikdrper
gewahlt und in einer mit der Antikérper-Konzentration tbereinstimmenden Verdiinnung
aufgetragen. Nach der Inkubation des Primarantikdrpers wurden die Objekttrager
zweimal fur drei Minuten in PBS gewaschen und danach einer einstiindigen Inkubation
mit einem Sekundarantikérper (je 100 pl pro Schnitt) in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur unterzogen. Der Sekundarantikorper tragt bei der Immunfluoreszenz
das Fluorochrom, welches spéater fir das entsprechende farbige Signal am Ort des
Epitops verantwortlich ist [100, 101]. Auch die Sekundarantikorper variierten zwischen
den Tetraspaninen und deren Etablierungsprozessen.

Nach einem weiteren zweimaligen Waschschritt mit PBS fur drei Minuten folgte die
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Kernfarbung mittels DAPI-Lésung (4',6-Diamidin-2-phenylindol, Sigma-Aldrich), welches
mit einer Verdinnung von 1:5000 in Methanol mit je 100 pl pro Schnitt aufgetragen
wurde. DAPI stellt einen blau fluoreszierenden Farbstoff dar und wird zur Markierung der
DNA eingesetzt. Hierdurch wird eine Farbung aller im Gewebe vorhandenen Zellkerne
und damit die Identifizierung von Zellen ermdéglicht [99]. Nach zehn Sekunden wurde die
Reaktion in PBS abgestoppt und die Gewebeproben anschlieend mit Fluorescence
Mounting Medium (Dako) und einem Deckglaschen verschlossen. Die fertigen Schnitte
wurden bei 4 °C und vor Licht geschitzt gelagert, um das Abschwachen der
fluoreszierenden Signale durch UV-Strahlung zu vermeiden. Da die Farbung trotzdem
mit zunehmender Zeit an Signal verlor, wurden die Immunfluoreszenz-Farbungen nach
Moglichkeit am Folgetag mittels Mikroskop und digitaler Kamera fotografiert und
dokumentiert. Bei der Mikroskopie von Immunfluoreszenz-Farbungen wurden die auf
dem Gewebe gebundenen Fluorochrome mit entsprechendem Licht angeregt und es
zeigten sich die fur die Fluoreszenzfarbstoffe typischen Emissionen.

Tab. 22: Fiur die CD63-Immunfluoreszenz etablierte Substanzen und Konzentrationen

. e A -
Antikodrper Hersteller Spezifizierung uigsggs Verdinnung
Blocken
Milchpulver | Carl Roth | | | 1:20in PBS
Isotypkontrolle
Rabbit IgG biorbyt Kaninchen Anti-Human 1 mg/ml 1:900 in PBS

Isotyp control IgG polyklonal
Tetraspanin-Antikdrper
Kaninchen Anti-Human
IgG polyklonal

Sekundéar-Antikoérper

Antibody CD63 | proteintech 0,333 mg/ml | 1:300 in PBS

Cy3 Goat Anti- | Jackson
ys s Immuno- Ziege Anti-Kaninchen 1,5 mg/ml 1:250 in PBS
Rabbit
Reasearch

Tab. 23: Fir die CD81-Immunfluoreszenz etablierte Substanzen und Konzentrationen

Antik6rper Hersteller Spezifizierung Auigsrzlgs- Verdunnung
Blocken
BSA | Carl Roth | | | 1:20 in PBS
Isotypkontrolle
Mouse lgG2a . Maus Anti-Human . .
Isotype control BD Pharmingen IgG2ak monoklonal 250 pg/m| 1:250in PBS
Tetraspanin-Antikérper
: Maus Anti-Human 1:1000 in
Antibody CD81 | abcam IgG monoklonal 1 mg/ml PBS
Sekundér-Antikdrper
Alexa Fluor 488 | ThermoFisher Ziege Anti-Maus 2 mg/ml 1:500 in PBS
IgG polyklonal
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Tab. 24: Fiur die CD151-Immunfluoreszenz etablierte Substanzen und Konzentrationen

Antikorper Hersteller Spezifizierung AuigszgS- Verdunnung
Blocken
Milchpulver | Carl Roth | | | 1:20 in PBS
Isotypkontrolle
Rabbit IgG . Kaninchen Anti-Human ) .
Isotyp control biorbyt IgG polyklonal 1 mg/mi 1:900in PBS
Tetraspanin-Antikorper
Antibody . Kaninchen Anti-Human i .
CD151 biorbyt IgG polyklonal 0,5 mg/ml 1:450 in PBS
Sekundar-Antikoérper

Cy3 Goat Anti- | Jackson . . . ) .
Rabbit ImmunoReasearch Ziege Anti-Kaninchen 1,5 mg/ml 1:250 in PBS

3.4 Doppel-Immunfluoreszenz

Im Folgenden wird das fiir die Doppel-Immunfluoreszenz verwendete Protokoll
beschrieben (Zusammenfassung s. Tab. 25). Alle Substanzen und ihre Konzentrationen
sind in Tab. 26 aufgeflhrt.

Tab. 25: Protokoll der Doppel-Immunfluoreszenz von CD81 und CD151

Dargestellt ist das verwendete Protokoll zur Doppel-Immunfluoreszenz von CD81 und CD151.

Die verwendeten Sekundarantikorper fluoreszieren in grin oder rot. Spezifisch durch den

eweiligen Sekundarantikbrper gebundene Primarantikdrper sind entsprechend farblich markiert.
1. Tag 2. Tag

- Kryoschnitte kurz auftauen lassen, dann
5 Minuten rehydrieren

« 2x 3 Minuten in PBS waschen,
trockenwischen

- Blocken: mit 5 % BSA oder 5 % Milchpulver
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
(feuchte Kammer)

« Sekundar-Antikérper 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren (feuchte
Kammer):

o Alexa Fluor 488,
Verdinnung 1:500 in PBS

« Cy3 Goat Anti-Rabbit,
Verdinnung 1:250 in PBS

« Auftragen von Negativkontrolle,
Isotypkontrollen bzw. Antikérpern
(jeweils ca. 100 pl/Schnitt):

« Negativkontrolle: 100 ul PBS
« Isotypkontrolle:
« Mouse IgG2a Isotyp control,
Verdinnung 1:250 in PBS
- Kaninchen IgG Isotyp control,
Verdinnung 1:900 in PBS
o Antikdrper:
« Antibody CD81,
Verdiinnung 1:1000 in PBS
« Antibody CD151,
Verdiinnung 1:450 in PBS

« 2x 3 Minuten in PBS waschen,
trockenwischen

« Entwickeln mittels DAPI-Lésung
(Sigma-Aldrich, ca. 100 pl/Schnitt)
« Verdinnung 1:5000 in Methanol
« Abstoppen aller Schnitte nach 10
Sekunden in einer Kiivette mit PBS
fur mind. 5 Minuten

. Auftragen von Fluorescence Mounting
. Uber Nacht bei 4°C inkubieren (feuchte Medium (Dako) und Deckglaschen

Kammer)

Fur die Doppel-IF von CD81 und CD151 wurden die Kryoschnitte kurz angetaut und fur

funf Minuten in PBS rehydriert. AnschlieRend wurden unspezifische Bindungen mittels
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Inkubation mit 5 % Milchpulver oder 5 % BSA (bovines Serumalbumin/Rinderalbumin) in
einer feuchten Kammer fir eine Stunde geblockt. Als néchster Schritt folgte die
Inkubation mit Negativkontrolle (100 pl PBS), Isotypkontrollen oder Antikérpern (je 100
ul pro Schnitt) in einer feuchten Kammer bei 4 °C tber Nacht. Nach der Ubernacht-
Inkubation wurden die Schnitte zweimal fir drei Minuten in PBS gewaschen und dann
fir eine Stunde mit den Sekundarantikbrpern in einer feuchten Kammer inkubiert.
Daraufhin folgte ein weiterer zweimaliger Waschschritt in PBS. Anschliel3end wurden die
Gewebeschnitte mittels DAPI-Lésung (Verdinnung 1:5000 in Methanol) mit je 100 pl pro
Schnitt gefarbt. Die Reaktion wurde nach zehn Sekunden in PBS abgestoppt. Es folgte
das Auftragen von Fluorescence Mounting Medium und eine lichtgeschutzte Lagerung
bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag wurden die Ergebnisse mittels Mikroskop fotografisch
dokumentiert.

Tab. 26: Fur 151 etablierte Substanzen und
Konzentrationen
Die verwendeten Sekundar-AK fluoreszieren in griin oder rot. Spezifisch durch den jeweiligen

Sekundéar-AK gebundene Primér-AK sind entsprechend farblich markiert.

Doppel-immunfluoreszenz CD81/

Antikorper Hersteller Spezifizierung Auigﬁrzlgs— Verdinnung
Blocken
Milchpulver Carl Roth 1:20in PBS
BSA Carl Roth 1:20 in PBS
Isotypkontrolle
Mouse IgG2a . Maus Anti-Human i .
Isotype control BD Pharmingen lgG2ax monoklonal 250 pg/mi 1:250 in PBS
Rabbit IgG : Kaninchen Anti-Human . .
Isotyp control bl IgG polyklonal & g LRI (P
Primar-AK
. Maus Anti-Human 1:1000 in
Antibody CD81 | abcam lgG monoklonal 1 mg/ml PBS
Antibody : Kaninchen Anti-Human . .
CD151 biorbyt G polyklonal 0,5 mg/ml 1:450 in PBS
Sekundar-AK

Alexa Fluor : Ziege Anti-Maus ) .
488 ThermoFisher IgG polyklonal 2 mg/ml 1:500 in PBS
Cy3 Goat Jackson : : : . .
Anti-Rabbit ImmunoReasearch Ziege Anti-Kaninchen 1,5 mg/ml 1:250 in PBS

3.5 Mikroskopische Dokumentation

Die Dokumentation der histologischen Farbungen erfolgte unter einem Mikroskop mit
digitaler Kamera (Leica CTR6000) und der Software Leica V4.9 bei Raumtemperatur.
Das Gewebe wurde mit kleinster Vergrof3erung (100x mittels 10x-Objektiv) vollstéandig
fotografiert und besonders interessante Bereiche in groReren VergréRerungen (200x
und 400x mittels 20x- und 40x-Objektiv) festgehalten. Um die verschiedenen

Gewebeschnitte miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die Proben bei den
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unterschiedlichen Farbungen der Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und Doppel-IF
jeweils mit gleichen Belichtungseinstellungen innerhalb einer VergréRerung, gleichem
Mikroskop sowie denselben Umgebungsbedingungen fotografiert. Die fur die

Auswertung verwendeten Mikroskop-Einstellungen sind in Tab. 27 aufgefihrt.

Tab. 27: Mikroskopeinstellungen
Immunhistochemie CD63 und CD151

. Allgemein: Verstarkung 1,0x; Sattigung 1,0; Gamma 0,6; INT (Mikroskop) 11; Blende
(Mikroskop) 8; FD (Mikroskop) 6 O (Kreis); Weil3abgleich anhand der Negativkontrolle

. Belichtung: 5x: 22,5 ms; 10x: 16,0 ms; 20x: 54,1 ms; 40x: 54,1 ms (erneuter Weil3abgleich
notwendig)

Immunfluoreszenz CD63, CD81 und CD151

. Allgemein:
« Verstarkung 1,0x; Blende (Mikroskop) 8; FD (Mikroskop) 6 O (Kreis)

« Pseudofarbe: DAPI: 446 nm; GFP: 518 nm; Y3: 780 nm
« 10x und 20x:
« Phasenkontrast: Belichtung 16,5 ms; Gamma 0,6; INT (Mikroskop) 11
« DAPI, GFP, Y3 allgemein: Belichtung 1,0 s; Gamma 1,0
« FIM (Mikroskop):
« CD63 und CD81: DAPI, GFP, Y3: 55 %
« CD151: DAPI: 55 %; Y3: 100 %
« 40x:
« DAPI, GFP, Y3 allgemein: Belichtung 1,0 s; Gamma 1,0
« FIM (Mikroskop):
« CD63: DAPI und Y3: 30 %
. CD81: DAPI: 17 %; GFP: 30 %
« CD151: DAPI: 30 %; Y3: 55 %

Doppel-Immunfluoreszenz CD81 und CD151

. Allgemein:
« Verstarkung 1,0x; Blende (Mikroskop) 8; FD (Mikroskop) 6 O (Kreis)

« Pseudofarbe: DAPI: 446 nm; GFP: 518 nm; Y3: 780 nm
« 10x:
« Phasenkontrast: Belichtung 16,5 ms; Gamma 0,6; INT (Mikroskop) 11
« DAPI, GFP, Y3 allgemein: Belichtung 1,0 s; Gamma 1,0
« FIM (Mikroskop): DAPI: 30 %; GFP: 30 %; Y3: 100 %
« 20x:
« DAPI, GFP, Y3 allgemein: Belichtung 1,0 s; Gamma 1,0
« FIM (Mikroskop): DAPI: 55 %; GFP: 30 %; Y3: 100 %
« 40x:
« DAPI, GFP, Y3 allgemein: Belichtung 1,0 s; Gamma 1,0
o FIM (Mikroskop): DAPI: 30 %; GFP: 30 %; Y3: 55 %

Bei der Immunhistochemie wurde der WeilRabgleich anhand der Negativkontrolle
eingestellt. Immunfluoreszenz- und Doppel-IF-Farbungen wurden in einer
Dunkelkammer fotografiert, um ein Ausbleichen des Fluoreszenzsignals zu vermeiden.
Die verschiedenen verwendeten Fluorochrome, welche unterschiedliche Absorptions-

und Emissionseigenschaften besitzen, wurden mit entsprechenden Wellenlangen
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angeregt (siehe Tab. 27). Um ein Uberpriifen der Gewebestruktur der einzelnen Schnitte

zu ermoglichen, wurde jede Gewebeprobe mittels Phasenkontrast fotografiert.

3.6 Zellkultur

Fur die Zellkultur verwendete synoviale Fibroblasten wurden aus Synovialgeweben
isoliert, welche im Rahmen von Kniegelenksersatz-Operationen enthnommen wurden (s.
Kapitel 3.1.1).

3.6.1 Isolierung und Einfrieren humaner synovialer Fibroblasten

Zur Gewinnung humaner synovialer Fibroblasten (RASF bei RA-Patienten und OASF
bei OA-Patienten) wurden die 1 mm3 groRen Synovialgewebsproben nach
Standardprotokollen der Arbeitsgruppe fir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer 10-
%igen Dispaselosung (Dispase Il) auf einem Schiittler inkubiert. Anschlie3end wurde die
enzymatische Abbaureaktion durch Hinzufiigen von 20 ml Fibroblastenmedium
(Grundmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), 10 % FCS, 1 U/ml P/S, 1
mM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl-)1-piperazinyl-)ethansulfonsaure)) abgestoppt.
Daraufhin wurde die Zellsuspension mit Hilfe eines Siebes mit 70 pm weiten Poren von
grofRen und unverdauten Gewebestiicken getrennt und dann fir zehn Minuten bei 300
xg zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde das Zellpellet in
Fibroblastenmedium resuspendiert. Darauf folgte eine Kultivierung bei 37 °C und 10 %
CO: in einer 25 oder 75 cm? grof3en Zellkulturflasche. Bei Erreichen der Passage zwei
wurden die Zellen nach der Isolation in die Gewebebank zur Lagerung in fliissigen
Stickstoff Uberfuhrt und standen fir diese Arbeit zur Verfugung. Dafir wurde die Halfte
des Zellpellets in etwa 1 ml Einfriermedium Uberfuhrt und in einem Einfriergefald
(Kryovial) langsam mit Hilfe einer Kihlbox auf -80 °C abgekihlt. Am nachsten Tag

wurden die Kryogefalie in den Stickstofftank tberflhrt.

3.6.2 Auftauen der synovialen Fibroblasten

Fir die Zellkultur-Versuche wurden RASF bzw. OASF in der zweiten Passage aufgetaut.
Zum Auftauen der RASF wurde das Einfriergefald langsam in einem 37 °C warmen
Wasserbad aufgetaut und in das vorgewarmte Voll-Medium Uberfihrt. Die
Zellsuspension wurde daraufhin fir zehn Minuten bei 300 xg zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Das (ibrig gebliebene Pellet wurde dann in 12 ml Voll-Medium
resuspendiert und fir die weitere Kultur in eine T75-Flasche uberfuhrt. Ein
Mediumwechsel erfolgte zwei Mal pro Woche. Das Einfrieren der nicht verwendeten

Zellen in héheren Passagen wurde wie unter 2.2.6.1 beschrieben durchgefiihrt.
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3.6.3 Kultur und Passagieren der synovialen Fibroblasten

Sobald die isolierten RASF bzw. OASF eine Konfluenz von etwa 90 % erreicht hatten,
wurden sie mit PBS gewaschen. Um die adharenten Zellen zu l16sen, wurden die Zellen
mit 1x Trypsin/EDTA inkubiert und anschlieRend die Reaktion mit Fibroblastenmedium
gestoppt. Als nachstes folgte ein Zentrifugieren der Zellsuspension fir zehn Minuten bei
300 xg. Das Zellpellet wurde nach Verwerfen des Uberstands wieder in
Fibroblastenmedium und eine neue Zellkulturflasche Uberfuhrt. Die Passage erhdhte
sich dabei um eine Zahl. Ein Wechsel des Mediums wurde zwei Mal pro Woche

durchgefihrt.

3.6.4 Stimulierung der synovialen Fibroblasten

Bei einer Konfluenz von 90-100 % wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die Zellen
mit Trypsin/EDTA abgeldst. Die Reaktion wurde mit Voll-Medium abgestoppt und das
Volumen in ein 50 ml Reaktionsgefaf’ Uberfiihrt. Nach zehnminitigem Zentrifugieren bei
300 xg konnte der Uberstand abgesaugt werden und das Zellpellet in Voll-Medium
resuspendiert werden. AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt und etwa 100.000 in
Voll-Medium auf ein Kulturplatte mit 6 Léchern (six well) verteilt. Zum Adharieren wurden
die Platten Uber Nacht im Brutschrank gelagert. Am nachsten Tag konnte das Medium
abgesaugt und ein Medium mit der entsprechenden Stimulanz zugefligt werden. Zur
Kontrolle einer erfolgreichen Stimulierung wurde ein fur die Zelliberstdnde der 17-
stundig stimulierten RASF ein ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) fur
humanes IL-6 angewendet. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da synoviale
Fibroblasten von RA-Patienten, welche im Sinne eines Entziindungsgeschehens
aktiviert wurden, den Entzindungsmediator Interleukin 6 bilden, welcher bei der
rheumatoiden Arthritis und ihrem Krankheitsverlauf von grof3er Bedeutung ist [4, 98]. Der
Entziindungsreiz wurde fur die Zellkultur-Versuche mit der Stimulierung durch die
Entziindungsmediatoren IL-13 und TNFa nachgestellt.

Die Zellkultur-Ansatze wurden mit funf RASF- und finf OASF-Populationen
durchgefihrt. Fir jede Population wurden dabei Zellen durch unterschiedliche
Substanzen stimuliert und verglichen. Dabei wurde entweder mit IL-18 (10 ng/ml) oder
dem TNFa (10 ng/ml) stimuliert. Als Negativkontrolle wurden Zellen mitgefuhrt, bei
denen eine Zugabe von DMEM ohne Zusatz erfolgte und welche somit nicht stimuliert
wurden. Weiterhin wurden die Stimulierungen in ihrer Lange variiert, sodass mdgliche
zeitabhangige Regulierungen aufgedeckt werden konnten. Stimuliert wurde fur 17 bzw.

3 Stunden. Nach der entsprechenden Stimulationszeit wurden die Uberstande in 2 ml
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Reaktionsgefalie Uberfuhrt, bei 21.466 xg fur zehn Minuten zentrifugiert und die erneut
abgenommenen Uberstande in 2 ml ReaktionsgefaRen bei -20 °C gelagert. Fiir die
Gewinnung der Lysate folgte zunachst ein Waschschritt mit PBS, welches anschlieRend
abgegossen wurde. Pro Kulturplatte wurde daraufhin 350 pl Lysepuffer einer Losung aus
396 ul RLT-Puffer und 4 ul B-Mercaproethanol aufgetragen und die Zellen mit einem
Zellschaber entfernt. Die erhaltenen Lésungen wurden in 2 ml Reaktionsgefalie

Ubertragen, zusammengefuhrt und bei -80 °C gelagert.

3.7 Enyzme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturiberstdnden wurde ein Festphasen-
Sandwich-ELISA durchgefuhrt.

Das Prinzip des ELISA beruht dabei auf einer Messung der IL-6-Menge, die zwischen
einem passenden Antikorper-Paar gebunden ist. In den Vertiefungen der Mikrotiterplatte
wurden zielspezifische Antikorper vorbeschichtet. Die anschlieRend aufgetragenen
Zelliiberstande binden an den immobilisierten Antikdrper. Durch die Zugabe des zweiten
(Detektor-) Antikorpers wird daraufhin das Sandwich gebildet. Eine zugesetzte
Substratlosung reagiert mit dem Enzym-Antikorper-Zielkomplex und erzeugt ein
messbares Signal. Die Intensitdt dieses Signals ist dabei direkt proportional zur
Konzentration des in der Originalprobe vorhandenen IL-6 [102, 103].

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben mit den bereitgestellten Lésungen.
Dafir wurden zunéchst 20 ml des Waschpuffer-Konzentrates mit 480 ml doppel-
destilliertes Wasser versetzt und die IL-6-Standardldsung mit RD5T-Puffer auf eine
Konzentration von 3,13 pg/ml verdinnt. Fir die Substrat-Losung wurden 100 ul ,Color
Reagent A’ plus 100 ul ,Color Reagent B* pro Kulturplatte aufgetragen. Die Proben
wurden mit einer Verdinnung von 1:1000 oder 1:200 in ,Calibrator Diluent RD5T’
verwendet. Fur die Durchfuhrung des ELISA wurden 100 pl ,AssayDiluent RD1W* mit
100 pl Standard (RD5T) oder der Probenverdiinnung pro Kulturplatte aufgetragen, mit
einer Klebefolie abgedeckt und nach kurzem, vorsichtigem Schutteln fir zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten ausgekippt und vier Mal
mit dem Waschpuffer gewaschen. Daraufhin wurde die Lésung ausgekippt, trocken
geklopft und je Kulturplatte 200 ul ,Human IL-6 Conjugate’ pipettiert. Es folgte nach dem
Abdecken mit Klebefolie eine weitere Inkubation fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur.
Danach wurde die Losung abgekippt und erneut vier Mal mit Waschpuffer gewaschen
sowie trocken geklopft. 200 pl Substrat-Lésung wurden auf jede Kulturplatte pipettiert

und mit Klebefolie abgedeckt 20 Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert.
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Zum Beenden der Reaktion wurden anschlieRend je Kulturplatte 50 pl Stoppldsung

hinzugefiigt und vorsichtig geschittelt. Innerhalb von 30 Minuten erfolgte die Messung.

3.8 Reverse Transkriptase PCR

Die Reverse Transkriptase (RT) PCR wurde durchgefihrt, um die RNA zu amplifizieren.
Das Prinzip einer PCR beruht auf der Amplifikation von Genabschnitten. Dabei wird ein
Zyklus, bestehend aus Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation, 20- bis 50-
mal durchlaufen. Die Reaktionen finden in einem Thermocycler statt. Wahrend der
Denaturierung wird die doppelstrangige DNA auf 94 °C erhitzt, wodurch die
Doppelstrange voneinander getrennt werden. Als néachstes folgt die Phase der
Primerhybridisierung. In dieser Phase wird die Temperatur fir 20 Sekunden auf einer fir
den Primer spezifischen Temperatur gehalten, bei der sich der gewiinschte Primer an
die DNA anlagern kann. Primer werden spezifisch fir den zu amplifizierenden DNA-
Abschnitt gewdahlt, da sie die Grenzen dieses Abschnittes bilden und markieren. In der
anschliel3enden Phase der Elongation findet die eigentliche Amplifikation statt. Bei 72 °C
beginnt die DNA-Polymerase am 3'-Ende des angelagerten Primers den fehlenden
Doppelstrang mit freien Nukleotiden aufzufiillen. Fir diesen Vorgang wird die
hitzestabile Tag-Polymerase eingesetzt. Da sich die DNA-Menge nach jedem Zyklus-
Durchlauf verdoppelt, kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation der cDNA-
Sequenzen. Bei der RT-PCR wird die Amplifikation der RNA mittels einer reversen
Transkription der RNA in die komplementdre DNA (cDNA) durch das Enzym reverse

Transkriptase durchgefiihrt [104]. Die Teilschritte werden nachfolgend erlautert.

3.8.1 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wurden die zuvor hergestellten Zelllysate mit Hilfe des RNeasy® mini
Kits nach Herstellerprotokoll weiterverarbeitet. Hierzu wurden die Lysate mit 700 pl
70 %igem Ethanol auf eine Filterungssaule aufgetragen und bei 21.466 xg fur 15
Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. AnschlieZend wurden 350 pl
RW1 Waschpuffer hinzugefigt und bei 13.738 xg eine Minute zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde erneut verworfen. Fir den DNAse-Verdau wurden pro Saule 10 pl
DNAse | mit 70 ul RDD-Puffer gemischt aufgetragen und fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss folgte ein weiterer Waschschritt mit 350 pl
RW1, Zentrifugieren bei 21.466 xg fiur 15 Sekunden und das Verwerfen des
Durchflusses. Nach Auftragen von 500 pl RPE, Zentrifugieren und Verwerfen wurden die
Proben nochmals fur zwei Minuten zentrifugiert, um das restliche Ethanol zu entfernen.

Die Saule wurde dann in ein neues Reaktionsgefald mit Deckel tberfuhrt und 50 pl
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RNAse freies Wasser fir eine Minute auf die Séaule pipettiert. Nach einminitigem
Zentrifugieren bei 21.466 xg konnte die Saule verworfen und die RNA-Isolate
anschliel3end bei -80 °C gelagert werden. Fir die Messung der RNA-Konzentration
wurden die Proben mittels NanoDrop® Spectrophotometer gemessen und die Ratio bei
260/280 nm ermittelt.

3.8.2 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription

In PCR-R6hrchen wurde 1 pl RNAsin sowie die bendtigte und aus der RNA-
Konzentration errechnete Menge der RNA-L6sung pipettiert und mit RNAse-freiem
Wasser auf 32 ul aufgefillt. Es folgte eine Hitzedenaturierung bei 70 °C fur zwei Minuten
mit anschlieBendem Kalteschock in Eiswasser. Daraufhin wurden 18 pul Mastermix
hinzupipettiert. Dieser setzte sich zusammen aus 10 pl AMV-RT-Puffer, 5 ul PCR dNTP-
Mix, 2 ul AMV Reverse Transkriptase und 1 pl Random Hexamer Primer. Daraufhin
konnte die reverse Transkription gestartet werden. Die Zyklen beinhalteten 15 Minuten
25 °C, 5 Minuten 37 °C, 60 Minuten 42 °C, 30 Minuten 55 °C und 10 Minuten 72 °C.
Eine anschlieRende Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.9 Real-Time semiquantitative PCR

Um die Expression der Tetraspanine zu quantifizieren, wurde eine Real-Time-PCR
mittels LightCycler® und einem SYBR Green Master Mix verwendet.

Die Real-Time-PCR bzw. (semi)quantitative PCR ist eine Variante der PCR, bei welcher
eine kontinuierliche Beobachtung der Produktvermehrung wéhrend der gesamten PCR-
Reaktion stattfindet. Aufgrund dieses Prinzips eignet sie sich besonders gut fur die
vergleichende Quantifizierung der PCR-Produkte. Der Probe wird der zun&chst inaktive
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green zugefugt. Dieser lagert sich bei der Elongation in die
produzierte DNA ein und wird dadurch aktiviert. Mit zunehmender DNA-Menge verstarkt
sich somit auch das Fluoreszenz-Signal. Nach jeder Elongationsphase der PCR wird die
Intensitéat des SYBR-Fluoreszenz-Signals gemessen. Nach einer bestimmten Zeit
erreicht das Signal einen Schwellenwert, den Schwellenwertzyklus (Ci-Wert, cycle
threshold), welcher von der urspringlichen Menge der Kopien abhangt. Um die
Amplifikation semiquantitativ zu erfassen, wurden die Ergebnisse mit Hilfe des
Referenzgens 18S rRNA normalisiert. Daflr geeignet ist es aufgrund seiner
Eigenschaften als ribosomale RNA, welche ubiquitdr und gleichmaRig in Zellen

exprimiert wird [104].
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3.9.1 Optimierung der Primer

Die Optimierung der Primer wurde vorab durch die Arbeitsgruppe, nicht durch die
Promovendin selbst durchgefihrt. Hierfir wurde zunachst mittels RNA-Isolation und
Reverse Transkription die cDNA hergestellt. Zur Ermittlung des Temperaturoptimums fir
die Pimerbindung wurden daraufhin verschiedene Primerbindungs-Temperaturen
mithilfe einer PCR sowie anschlieBendem Auftragen auf ein Agarosegel getestet, bis
sich eine Bande des entsprechenden Tetraspanins zeigte. Die Real-Time-PCR zum
jeweiligen Tetraspanin wurde anschlieBend durch die Promovendin mit dem hierfir
ermittelten Temperaturoptimum durchgefthrt und jeweils eine Schmelzkurvenanalyse
zum Nachweis der Bindungsspezifitat erganzt.

Durch die Schmelzkurven wird der Anteil der Einzelstrange im Verlauf der
Temperaturerhohung bei der Denaturierung dargestellt. Unterschiedliche Verlaufe
werden dabei durch die zunehmende Lange und dem Guanin-Cytosin-Gehalt des PCR-
Produktes verursacht. Nach Transformierung der Schmelzkurven sollte nach einer
spezifischen Amplifikation nur ein Peak dargestellt werden. Sind mehrere enthalten, ist
von einer unspezifischen Reaktion auszugehen. Eine Quantifizierung wéare in diesem
Fall fehlerbehaftet [105, 106].

3.9.2 Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Real-Time-PCR wurden zunéchst folgende Ansétze pipettiert: Fir
18 pl Master-Mix mit 3 mM MgCl, wurden 10 pl SYBR Green Master-Mix, 1 pl Primer-
vorwarts (10 puM), 1 pl Primer-rickwérts (10 pM) und 6 pl ddH.O RNAse free vermischt.
18 pl Master-Mix mit 5 mM mgCl; enthielten 10 pyl SYBR Green Master-Mix, 1 pl Primer-
vorwarts (10 uM), 1 ul Primer-rickwarts (10 uM), 1,6 pl mgCl, (25 mM) und 4,4 pl ddH.0
RNase free. Pro Kapillare wurden 18 pl des jeweiligen Master-Mix mit 2 pl cDNA-
Template pipettiert. Fur die Negativkontrolle wurden statt des cDNA-Templates 2 pl
RNAse-freies Wasser verwendet. Zur spateren Normalisierung der Ergebnisse wurde

das Referenzgen 18S rRNA mitgefuhrt.

3.9.3 Durchfiihrung

Das Programm der Real-Time-PCR wurde je nach Primer modifiziert. Die Denaturierung
erfolgte bei 95°C fir 15 Minuten. Fur die Amplifikation wurden 45 Zyklen aus
Denaturierung (94 °C fur 15 Sekunden), Primerhybridisierung (Annealing, bei der fur den
Primer entsprechenden Temperatur (s.Tab. 16) fur 20 Sekunden) und Elongation
(Extension, bei 72 °C fur 20 Sekunden) durchlaufen. Die zugehdrige Software des

LightCyclers fuihrte wahrend der PCR-Reaktion die Quantifizierung der Proben durch.
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3.10 Auswertungen

3.10.1 Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbungen

3.10.1.1 Auswahl der Synovialgewebe

Fur die Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbungen von CD63, CD81 und CD151
wurden Gewebeproben von 15 RA-Patienten und 15 OA-Patienten, welche moglichst
sowohl lining layer als auch sublining und Gefal3e enthielten, verwendet.

Die Gewebeproben wurden mittels Hamatoxylin-/Eosin-Farbung auf ihre Struktur und
Eignung Uberprift und ausgewahlt. Alle 30 Gewebeproben wurden fur jedes einzelne
Tetraspanin mit den etablierten Protokollen in einem gemeinsamen Durchlauf gefarbt
und mit den gleichen Mikroskop-Einstellungen fotografisch festgehalten, um eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu ermdglichen. Zur Kontrolle wurde je Durchlauf eine

Isotypkontrolle mitgefiihrt.

3.10.1.2 Auswertung des Synovialgewebes

Es wurde festgestellt, dass die unterschiedliche Darstellung der Bilder auf
verschiedenen Monitoren und die Helligkeit des Raumes einen grof3en Einfluss fur die
Auswertung der Bilder spielte. Daher wurden die Bilder immer an demselben
Computerbildschirm bewertet. Dieser befand sich in einem abgedunkelten Raum, damit
keine Signale verloren gingen. Als Darstellungsprogramm wurde das Programm
Microsoft Fotos 2020 (Microsoft Corporation) mit dunklem Hintergrund gewabhilt.

Um die verschiedenen Gewebeproben vergleichen zu kdnnen, wurde das Gewebe in
spezifische Regionen unterteilt und es wurden Auswertekriterien definiert. Als Regionen
von besonderem Interesse wurden lining layer, sublining (unter Ausschluss von

zellularen Infiltraten und GefaRRen), Infiltrate und GefalRe ausgewahlt (s. Abb. 5).

Betrachtet man kleinere Gefal3e genauer, lasst sich ihr Wandaufbau in die drei Schichten
Intima, Media und Adventitia gliedern (s. Abb. 5F). Die innen liegende Intima wird aus
einer Endothelzellschicht mit darunterliegender, dinner Bindegewebsschicht und
Elastica interna gebildet. Daran anschlieRend findet sich die Media, eine Schicht aus
glatter Muskulatur sowie kollagenen und elastischen Fasern. Aul3en liegend zeigt sich
die Schicht der Adventitia. Sie besteht aus Bindegewebe mit elastischen und kollagenen
Fasern. Bei Venen kénnen auch langs verlaufende, glatte Muskelzellen vorkommen.
Arterien und Venen lassen sich nicht nur in ihrer Funktion unterscheiden, sondern
weisen auch unterschiedliche Charakteristika auf. So lasst sich bei Arterien meist sowohl

die Dreischichtung der GefalRwand als auch die Elastica interna erkennen. Bei Venen
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sind die Wandschichten dagegen meist schwer abgrenzbar und die Elastica interna nicht
erkennbar. Die Media ist weniger prominent und lockerer aufgebaut. Wéahrend bei
Arterien meist ein rundes Lumen zu beobachten ist, zeigen Venen oft ein eher langlich-
ovales oder auch kollabiertes Lumen [5].

Die in der Endstrombahn vorliegenden Kapillaren weisen dagegen nicht den typischen,
dreischichtigen Wandaufbau auf. Sie werden durch Endothel, Basallamina und Perizyten
gebildet [5].

A:, o
o
"\‘e‘-&g& .

7

-

’ Adventitia

Abb. 5: Darstellung der definierten Synoviumareale anhand eines Beispiels

Dargestellt ist die Hamalaun-Eosin-Farbung eines beispielhaften Synoviums (A) zur
Demonstration der untersuchten und zur Auswertung herangezogenen Areale: Lining layer (B,
grin markiert), Infiltrate (C, griin markiert), GefaRe (D, griin markiert) und sublining (E, grin
markiert, rote markierte Bereiche wurden in diese Kategorie nicht mit einbezogen). Abb. 5F zeigt
den schematischen Aufbau von Arterie und Vene.
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Zur Auswertung der verschiedenen Regionen wurde jeweils ein Score der definierten
Merkmale entwickelt. Mithilfe dieses Scores wurde jedes Tetraspanin bezlglich jeder
definierten Region ausgewertet. Danach folgte eine statistische Analyse der Ergebnisse.
Ein weiterer Score wurde fur die Beurteilung der Farbintensitat von Zellen im sublining
entwickelt. Die Bewertung der Intensitat erfolgte durch die Promovendin. Um das
Ausmald der Subjektivitdt zu Uberprifen, bewerteten zudem zwei weitere Personen die
Farbintensitat mit Hilfe des entwickelten Scores unabhéngig. Dazu wurde eine moglichst
genaue Score-Beschreibung verfasst, welche den beiden Scorern zu Verfigung gestellt
wurde. Jeder der beiden Scorer sowie die Promovendin bewerteten die Bilder jeweils
immer an demselben Computerbildschirm. Untersucht wurde dabei die Farbung des
Tetraspanins CD63. Die Ergebnisse der drei unterschiedlichen Scorer wurden
anschliel3end verglichen und ausgewertet.

Von weiterem Interesse war die Mdglichkeit, dass die bei den Immunfluoreszenz-
Farbungen ermittelten Ergebnisse von Eigenschaften der individuellen Gewebeprobe
beeinflusst sein kdnnten. Zur Untersuchung dieses Phanomens wurden verschiedene
Daten zu Gewebeprobe und Patient gesammelt. Zur Auswertung der Daten wurde ein
dritter Score entwickelt und dessen Ergebnisse ausgewertet.

Fur die Auswertung der Doppel-IF-Farbungen wurden die bereits fir die
Immunfluoreszenz untersuchten Regionen nochmals im Hinblick auf die Lokalisation
zweier Tetraspanine zueinander untersucht. Genauer betrachtet wurden lining layer,
sublining und Gefal3e. Ein vierter Score wurde hierfur entwickelt, angewendet und die

Ergebnisse statistisch ausgewertet.

3.10.1.3 Score-Definition zur Auswertung der Immunfluoreszenz

Fur die Auswertung der Gewebeschnitte wurden die Regionen des lining layer, dem
sublining und der Gefalie genauer untersucht. Um die Farbung zu beurteilen, wurde ein
Score fur den Anteil positiver und damit gefarbter Zellen entwickelt und dieser in den

verschiedenen Grund- und Spezialkategorien angewendet (vgl. Tab. 28 und Abb. 6).

Tab. 28: Score Immunfluoreszenz-Signal Tetraspanine

Beschreibung Score-Wert
Kategorie/ Areal nicht vorhanden -
keine Farbung/ 0
nichtzutreffend
wenige Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt/ 1
bei einzelnen GeféaRen zutreffend
mittelstarke Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft/ >
fur mindestens die Halfte der GeféalRe zutreffend
der Grof3teil der Probe ist mittel bis stark gefarbt/ 3
fur den Grofteil der GefalRe zutreffend

49



Material und Methoden

Score-Wert 1 \ Score-Wert 2 Score-Wert 3

Abb. 6: Beispiel der Zuteilung von Score-Werten anhand des Areals sublining

Dargestellt ist die Zuordnung der Score-Werte im Fall einer vorhandenen Tetraspanin-Farbung
fir das Areal sublining. Zur Beurteilung und Score-Vergabe wird stets das gesamte Gewebe
einbezogen. Zur besseren Veranschaulichung werden hier nur Gewebeausschnitte gezeigt. In
der ersten Bildzeile wird das Antikdrper-Signal des Tetraspanins (rot) mit zuséatzlich angefarbten
Zellkernen (blau) gezeigt. Die zweite Bildzeile enthalt das entsprechende Bild ohne die
zusatzliche Kernfarbung. In dem Areal sublining werden Zellen, welche Gefal3e bilden, oder
Zellen, welche keine eindeutige Kernfarbung aufweisen, nicht beurteilt (grau markierte Bereiche).
Die dem sublining zugeordneten Zellen werden auf ihr, dem Tetraspanin entsprechenden
Antikdrper-Signal Uberprift und einem Score-Wert zugeteilt. Ein Score von eins wird vergeben,
wenn nur wenige Bereiche innerhalb des Gewebes oder einzelne Zellen gefarbt sind (s. Pfeile).
Wenn eine mittelstarke Farbung mindestens die Halfte der Probe betrifft, entspricht dies einem
Score von zwei (Pfeile markieren stéarker gefarbte Zellen). Ist der Grof3teil des entsprechenden
Areals in der Probe mittel bis stark gefarbt, erhélt das Gewebe in dieser Kategorie einen Score
von drei (alle Zellen weisen eine starke Farbung auf).

Es wurden verschiedene Haupt- und Unterkategorien festgelegt (Zusammenfassung s.
Tab. 29). Als Hauptkategorien fir alle drei Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 wurden
die Areale lining layer, Gefal3e und sublining untersucht (s. Abb. 5). Dabei wurde bei den
GefalRen die Endothelzellschicht von den peripheren Schichten Media und Adventitia
(vgl. Abb. 5F) unterschieden. Aul3erdem wurde auf einen moglichen Unterschied
zwischen arteriellem und vendsem Gefald geachtet. Diese Kategorie wurde nicht mittels
Score, sondern mit ja oder nein bewertet. Im sublining wurden vorhandene Infiltrate von
anderen im sublining vorkommenden Zellen unabhéngig betrachtet. Eine weitere
Spezifizierung der Zellen im sublining wurde nicht vorgenommen.

Fur die einzelnen Tetraspanine wurden weitere Kategorien festgelegt. Fir diese
Kategorien wurden nur Ausschnitte der Gewebe mit 400-facher Vergroéf3erung

verwendet, da in geringerer VergroRerung keine Beurteilung moglich war.
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Tab. 29: Kategorien zur Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbungen
Hauptkategorie | Unterkategorien
Grundkategorien fiur alle Tetraspanine

Lining layer
N e Endothelzellen ¢ Unterschied
Gefale  Media/Adventitia arteriell/venos
Sublining e Zellen o Infiltrate
Zusatzliche Spezialkategorien fiir CD63
e Lining layer e Sublining
Farbemuster im Kernbereich e Endothel o Infiltrate
o Media/Adventitia
Aussparung innerhalb der GefalRwand
Zusatzliche Spezialkategorien fir CD81
verstarkte Farbung des Endothels o Arterie e Farbung ohne
im Vergleich zur Media/Adventitia e VVene Zuordnung
Zusatzliche Spezialkategorien fiir CD151
e Lining layer e Sublining
spezielles Farbemuster im Kernbereich e Endothel o Infiltrate

¢ Media/Adventitia

starke Farbung Fibroblasten (FB)-ahnlicher
Zellauslaufer

Endothel (und Adventitia) stérker gefarbt als
Media

Fur CD63 wurde aul3erdem ein spezielles Farbemuster im Kernbereich von Zellen (s.
Abb. 7A) untersucht, welches im Rahmen der IF-Auswertung auffiel. Dieses
Farbemuster wurde in Zellen von lining layer, Endothel, Media/Adventitia, sublining und
Infiltraten Uberprtft. Ebenso fiel eine Aussparung der Farbung innerhalb der Schichten
der Gefal3wand auf (s. Abb. 7B). Auch hinsichtlich dieses Merkmals wurden Gefalie

untersucht.

Abb. 7: Beispiel des Farbemusters im Kernbereich sowie der Aussparung der CD63-
Farbung innerhalb der GefalBwand (Spezialkategorien der Immunfluoreszenz-Auswertung)
Gezeigt sind Merkmale, welche bei der Auswertung der CD63-Immunfluoreszenz-Farbungen
zusatzlich zu den Grundkategorien ausgewertet wurden. Zum einen konnten isolierte Signale des
CD63-Antikorpers (rot) im Kernbereich (blau) von Zellen beobachtet werden (A, beispielhaft
markiert). Zum anderen zeigte sich eine Aussparung der Farbung innerhalb der
GefalBwandschichten (B, mit Pfeil markiert).
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Bei der Auswertung der IF-Farbungen zum Tetraspanin CD81 zeigte sich vereinzelt eine
verstarkte Farbung des Endothels im Vergleich zur Media bzw. Adventitia (s. Abb. 8).
Dieses Merkmal wurde als Spezialkategorie fir CD81 untersucht. Dabei wurden Arterien
und Venen unterschieden. Konnte das Gefal nicht eindeutig als Arterie oder Vene

identifiziert werden, so wurde es in der Kategorie Farbung ohne Zuordnung ausgewertet.

Abb. 8: Beispiel der starkeren CD81-Farbung des Endothels im Vergleich zur Media bzw.
Adventitia (Spezialkategorie der Immunfluoreszenz-Auswertung)

Gezeigt ist eine starkere Farbung des Endothels (mit Pfeil markiert) im Vergleich zur Media bzw.
Adventitia. Dieses Merkmal wurde bei der Auswertung der CD81-Immunfluoreszenz-Farbungen
zusatzlich zu den Grundkategorien ausgewertet. Signale des CD81-Antikorpers fluoreszieren
grun, Zellkerne sind blau fluoreszierend.

Im Rahmen der IF-Auswertung des Tetraspanins CD151 konnte ebenfalls ein spezielles
Farbemuster im Kernbereich von Zellen beobachtet werden (s. Abb. 9A). Hinsichtlich
dieses Farbemusters wurden Zellen in lining layer, Endothel, Media/Adventitia, sublining
und Infiltraten untersucht. AuRerdem fielen einerseits eine starke Farbung der
zytoplasmatischen Bereiche von Zellen auf, deren spitz und lang gezogenen Auslaufer
der typischen Struktur von Fibroblasten (FB) ahnelten (s. Abb. 9B). Der in dieser Arbeit
als zytoplasmatischer Bereich bzw. Zytoplasma bezeichnete Bereich definiert ein Areal,
welches sich auBerhalb des Zellkerns befindet und dem Zytoplasma der Zelle
entsprechen kdnnte. Aufgrund der Zweidimensionalitdt der Bilddokumentation der
verwendeten histologischen Methode ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass ein Signal
dieses Bereiches durch die Zellmembran des Zellauslaufers im Gewebeschnitt gebildet
wird.

Andererseits zeigte sich vereinzelt eine verstarkte Farbung von Endothel (eventuell auch
der Adventitia) im Vergleich zur Media (s. Abb. 9C). Auch beziglich dieser beiden
Kriterien wurden die IF-Farbungen ausgewertet.

Die aus der Auswertung der drei Tetraspanine entstandenen Datensatze der Score-

Ergebnisse wurden anschlie3end statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt.
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Abb. 9: Beispiel des Farbemusters im Kernbereich, der starken CD151-Farbung in
Zellauslaufern sowie der starkeren CD151-Farbung des Endothels im Vergleich zur Media
(Spezialkategorien der Immunfluoreszenz-Auswertung)

Gezeigt sind Merkmale, welche bei der Auswertung der CD151-Immunfluoreszenz-Farbungen
zusatzlich zu den Grundkategorien ausgewertet wurden. Einerseits konnten isolierte Signale des
CD151-Antikorpers (rot) im Kernbereich (blau) von Zellen beobachtet werden (A, beispielhaft
markiert). Andererseits zeigte sich eine starke Farbung in den Auslaufern von Zellen mit
Fibroblasten-ahnlichem Aussehen (B, mit Pfeil beispielhaft markiert). Au3erdem fiel vereinzelt
eine verstarkte Farbung von Endothel (eventuell auch der Adventitia) im Vergleich zur Media auf
(C, Beispiel zweier Gefalde).

3.10.1.4 Score-Definition zur Auswertung der Doppel-Immunfluoreszenz

Zur Auswertung der Doppel-IF wurden alle dokumentierten Bilder der 400-fachen
VergroBerung herangezogen. Aufgrund der zuvor beobachteten Expressions-
Charakteristika der Tetraspanine CD81 und CD151 wurden im Bereich des lining layers,
im Endothel sowie in Media/Adventitia von Gefal3en als auch im sublining jeweils die
Zellareale Zellkern und Zytoplasma beziglich ihrer Farbung beurteilt. Der dabei als
zytoplasmatischer Bereich bzw. als Zytoplasma bezeichnete Bereich definiert ein Areal,
welches sich aul3erhalb des Zellkerns befindet und dem Zellkérper der Zelle entsprechen
konnte. Aufgrund der Zweidimensionalitat der Bilddokumentation der verwendeten
histologischen Methode ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass ein Signal dieses

Bereiches durch die Zellmembran gebildet wird und in der Aufsicht nicht unterschieden
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werden kann. Bei Fibroblasten-ahnlichen Zellen wurden zudem die Zellauslaufer

untersucht (Zusammenfassung s. Tab. 30).

Tab. 30: Haupt- und Unterkategorien zur Auswertung der Doppel-Immunfluoreszenz-
Farbungen

Hauptkategorie Unterkategorien
Lining layer e Zellkerne e Zytoplasma
GefaRe Endothelzellen o Zellkerne e Zytoplasma
Media/Adventitia o Zellkerne e Zytoplasma
¢ Fibroblasten-
Sublining : éig(elgns%a ahnliche
P Zellauslaufer

Um die Lokalisation der Tetraspanine zueinander beschreiben und statistisch auswerten
zu konnen, wurde ein Score (s. Tab. 31) entwickelt. Wurde in einer Kategorie
hauptséachlich das Tetraspanin CD81 exprimiert (griines Signal), so wurde ihr der Score
eins zugeordnet. Wenn sowohl CD81 und CD151 in gleichem Ausmalf3 exprimiert wurden
(oranges oder gelb-griines Signal), erhielt diese Kategorie den Score zwei. Ein Score
von drei wurde bei einer hauptsachlichen Expression des Tetraspanins CD151 (rotes
Signal) vergeben. Weiterhin wurde der Score null fir den Fall definiert, dass keine der
drei Farbungen vorhanden war. War die Kategorie bzw. das entsprechende Areal in der
jeweiligen Gewebeprobe nicht vorhanden, wurden diese Proben in diesen Kategorien
von der Auswertung ausgeschlossen.

Die Score-Ergebnisse wurden anschlieRend graphisch ausgewertet und dargestelit.

Tab. 31: Score Doppel-Immunfluoreszenz

. . Fluoreszenz-
Tetraspanin-Expression Signalfarbe Score-Wert
Kategorie/ Areal nicht vorhanden - -
keine Farbung vorhanden - 0
hauptsachlich CD81 exprimiert grin 1
CD81 und CD151 in gleichem Ausmal exprimiert orange/gelb-grin 2
hauptsachlich CD151 exprimiert rot 3

3.10.1.5 Score-Definition zur Beurteilung der Farbintensitdt von Zellen im
sublining

Fur die Auswertung der Farbintensitat wurde jeweils ein 400x-Ausschnitt pro Gewebe
ausgewahlt, auf dem ein reprasentatives sublining erkennbar war. Nicht in die
Beurteilung einbezogen wurden dabei Zellen, welche Gefal3e oder lining layer bildeten
oder welche in der direkten Nahe dieser Strukturen lagen (s. Abb. 5E). Alle anderen
Zellen wurden dem sublining zugeordnet

Zu Beginn wurden alle Zellen des sublinings gezéahlt, welche in der DAPI-Belichtung eine
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deutliche Kernfarbung zeigten. Dadurch konnte gewdhrleistet werden, dass Signale,
einzelnen Zellen zuzuordnen waren und dass es zu keiner Verfalschung der Ergebnisse
durch die starken Signale der Gefal3e und des lining layer kam. Jede gezahlte Zelle
wurde mit einem Punkt markiert, um eine Dopplung zu vermeiden.

Begutachtet wurde die Farbintensitét stets in der Y3-Belichtung. Um die zu bewertenden
Zellen erkennbar zu machen, wurde die Y3-Belichtung immer im Vergleich zum Overlay
mit der DAPI-Farbung beurteilt.

Es wurden drei Kategorien festgelegt. Zeigten die Zellen kein erkennbares farbiges
Signal, wurden sie der Kategorie negativ zugeordnet. Als weitere Kategorien wurden die
Intensitaten in schwach und stark positiv eingeteilt. Zellen waren stark positiv, wenn sie
einerseits eine den Gefal3zellen ahnlich starke Farbung oder andererseits das fiur das
jeweilige Tetraspanin charakteristische Farbungsmuster im Zellkernbereich aufwiesen.
Da die Farbintensitat in verschiedenen Bereichen der Zelle variiert, wurde immer die
starkste Intensitat der Zelle, unabhéngig von der Grol3e dieses Bereiches, beurteilt. Alle
anderen Zellen, welche weder den Kategorien negativ oder stark positiv zuzuordnen
waren, wurden der Kategorie schwach positiv zugeteilt. Aus den ausgezahlten Zellen
wurde pro Kategorie der Anteil an der Gesamtzellzahl errechnet.

Um das Ausmald der Subjektivitat zu Uberprifen, bewerteten zwei weitere Personen
unabhéangig voneinander die Farbintensitat mittels des entwickelten Scores. Dazu diente
eine genaue Score-Beschreibung, welche den beiden Scorern zu Verfligung gestellt
wurde. Untersucht wurde dabei die Farbung des Tetraspanins CD63. Die Ergebnisse
der drei unterschiedlichen Scorer wurden anschlieBend verglichen und ausgewertet. Die
Auswertung der Tetraspanine CD81 und CD151 erfolgte anschlieRend durch die
Beurteilung der Promovendin. Die gesammelten Daten wurden statistisch ausgewertet

und graphisch dargestellit.

3.10.1.6 Klinische Daten der Gewebe

Zu den ausgewahlten anonymisierten Patientenproben wurden verschiedene Merkmale
und Daten notiert. So wurden Entnahmedatum, Geschlecht, Alter des Patienten bei
Entnahme, Diagnose, kdrperlicher Befund, Rontgenbefund, Nebendiagnosen, bisherige
Therapie und Medikamente erfasst. Fur die RA-Patienten wurde aul3erdem der Zeitraum
zwischen Erstdiagnose und Entnahmedatum berechnet und dokumentiert. Eine weitere
Kategorie, welche den Entziindungsgrad beinhaltete, wurde aus den Angaben zum
korperlichen Befund des Patienten vor Entnahme des Kniegelenks erstellt. Hierfiir wurde
ein neuer Score entwickelt. Gewebeproben, bei denen keine Angabe zum

Entziindungsgrad tbermittelt wurde, wurden aus der Wertung herausgenommen. Lag
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keine Entziindung vor, erhielten diese Gewebe einen Score von null. Wurde in den
Angaben von einer leichten Entziindung des Kniegelenks berichtet, ergab dies einen
Score von eins. Ein Score von zwei wurde flr die Beschreibung einer starken

Entzindung vergeben (Tab. 32).

Tab. 32: Score Entzindungsgrad

Beschreibung Score-Wert

Angabe nicht vorliegend
keine Entziindung

leicht
stark

NP |O]| !

Entziindung

Beziglich der Angaben zur Medikamentenanamnese  wurden alle
entziindungshemmenden Praparate summiert und die Anzahl in einer weiteren
Kategorie festgehalten.

Die Ergebnisse aus dieser Datenerhebung wurden anschlieBend auf mdégliche
Korrelationen mit den Ergebnissen aus den Immunfluoreszenz-Farbungen der

Tetraspanine untersucht.

3.10.2 Auswertung der Stimulationsversuche

3.10.2.1 Auswertung der proentziindlichen Reaktion der RASF

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Stimulierung wurden die Uberstande der fur 17
Stunden stimulierten RASF einer ELISA-Messung zur Quantifizierung von IL-6
zugefuhrt. Der generierte Datensatz wurde mittels des Statistik-Programms GraphPad
Prism ausgewertet. Die IL-6-Konzentration fir jede RASF-Population wurde mittels
Saulendiagramm veranschaulicht. Dabei wurden die mit proentzindlichen Faktoren IL-
1B (10 ng/ml) oder TNFa (10 ng/ml) stimulierten RASF der Kontrolle mit unstimulierten
RASF gegeniibergestellt. AuBerdem wurden die arithmetischen Mittelwerte aus den IL-
6-Konzentrationen der RASF-Populationen und die dazugehorigen
Standardabweichungen fir jede Gruppe berechnet und ebenfalls mittels
Saulendiagramm dargestellt. Verglichen wurden die IL-13 oder TNFa stimulierten RASF

mit der unstimulierten Kontrollkultur.

3.10.2.2 Auswertung Tetraspaninexpressionsprofil

Die mittels Real-Time-PCR generierten Daten wurden zundchst hinsichtlich eines
erfolgreichen Durchlaufs beurteilt. Daflir wurde Uber eine Analyse von Wasserkontrolle
und Schmelzkurven die Spezifitit der PCR-Produkte geprift. Waren die
Wasserkontrollen nicht negativ und zeigten sich Wellen in den Schmelzkurven, wurden

die PCRs mit neuen Primern und neuem Wasser wiederholt. Lieferte die PCR weiterhin
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keine spezifischen Ergebnisse, wurde sie nochmals mit einer anderen Primerbindungs-
Temperatur wiederholt. Bei korrektem Durchlauf der Real-Time-PCR wurden die

Ergebnisse graphisch dargestellt und statistisch ausgewertet (s. Kapitel 3.11.2).
3.11 Statistik

3.11.1 Statistik der Immunfluoreszenz-Farbungen

3.11.1.1 Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Fur die graphische Darstellung und die statistische Auswertung von Ergebnissen aus
den IF-Farbungen der Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 wurde das Statistik-
Programm GraphPad Prism (Version 6 und 8) verwendet.

Fur die graphische Auswertung der IF-Farbungen wurden die entsprechenden
Datensétze in das Programm Uberfuhrt. Innerhalb der unterschiedlichen Kategorien
wurden die Ergebnisse der RA-Gewebeproben denen der OA-Gewebeproben
gegenlbergestellt. Pro Kategorie wurde der arithmetische Mittelwert der Score-Werte
errechnet und mit der entsprechenden Standardabweichung als Saulendiagramm
dargestellt.

Zur Auswertung der Farbintensitat wurden flr das Tetraspanin CD63 zunéchst die
verschiedenen Ergebnisse der drei Scorer gegenlbergestellt und verglichen. Dafir
wurden die arithmetischen Mittelwerte aus den drei Scorer-Ergebnissen fiir jede einzelne
Gewebeprobe und Kategorie mit Microsoft Excel berechnet. Graphisch wurden
anschlie3end die Mittelwerte der Anteile von stark bzw. schwach positiven Zellen an der
Gesamtzellzahl inklusive der entsprechenden Standardabweichung dargestellt. Die
Gruppe der RA-Gewebe wurde den OA-Geweben gegenlbergestellt. Fir die
Auswertung der Tetraspanine CD81 und CD151 erfolgte auf der Grundlage von
Ergebnissen eines Scorers. Die graphische Darstellung wurde entsprechend der des
Tetraspanins CD63 durchgefuhrt.

Fur die Auswertung der Doppel-IF wurde eine graphische Darstellung mittels Microsoft
Excel gewahlt. Hierzu wurde die Menge der dem jeweiligen Score-Wert zugeordneten
Gewebe fir die Gruppen OA und RA summiert, tabellarisch dargestellt und als

Saulendiagramm in Form von Anteilen an der Stichprobenanzahl dargestellt.

Bei der statistischen Auswertung der Datensatze wurden nicht-parametrische und
zweiseitige Statistikanalysen verwendet, da nicht von einer Normalverteilung der Daten
ausgegangen werden konnte. Dabei wurde das Signifikanzniveau auf 5 % sowie die

Variablen als unabhéngig festgelegt. Signifikanzen wurden als p<0,05 (*), p<0,01 (**)
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und p<0,001 (***) definiert und als solches im Graphen markiert.

Fur die Auswertung der einzelnen Tetraspanine wurden im Rahmen der Untersuchung
signifikanter Unterschiede zwischen der OA- und RA-Gruppe alle einzelnen Kategorien
untereinander mittels des Sidak-Tests, einem paarweisen multiplen Vergleichstest im
Rahmen einer 2way ANOVA Analyse, unterzogen. Jede Kategorie wurde anschlielend
nochmals einzeln mittels Mann Whitney Test einzeln tUberpruft.

Im Rahmen der Farbintensitats-Auswertung wurde ein paarweiser multipler
Vergleichstest im Rahmen eines 2way ANOVA Sidak-Tests durchgefiihrt. Dabei wurden
die arithmetischen Mittelwerte der Gruppen ,stark positiv® und ,schwach positiv*
innerhalb der OA- bzw. RA-Gruppe bezuglich eines signifikanten Unterschieds getestet.
Weiterhin wurde ein multipler Vergleichstest durchgefuhrt, welcher die arithmetischen
Mittelwerte aller Gruppen miteinander auf signifikante Unterschiede testete.
Durchgefuihrt wurde ein 2way ANOVA Tukey-Test, um die Wahrscheinlichkeit auf einen
Fehler erster Art (falsch positiv) bei den Signifikanz-Tests zu reduzieren.

3.11.1.2 Korrelationsanalysen

Zur Untersuchung der Klinischen Daten der Patienten, deren Gewebe im Rahmen der
IF-Farbungen zu jedem einzelnen Tetraspanin ausgewertet wurden, auf moglicherweise
bestehende Korrelationen zu den Ergebnissen in den Beurteilungskategorien der
Immunfluoreszenz-Farbungen, wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Ebenfalls
wurden die Ergebnisse der verschiedenen Tetraspanine auf magliche Korrelationen zu
einander geprift. Die entsprechenden Datenséatze wurden in GraphPad Prism eingeflgt.
Die Gruppen der OA- und RA-Gewebe wurden fir diese Analyse zusammengefihrt. Es
wurde aus den Score-Daten der IF-Auswertungen sowohl fur jedes Tetraspanin einzeln,
als auch fir den Vergleich zweier Tetraspanine miteinander, eine Korrelationsmatrix
erstellt, in welcher alle Kategorien miteinander mittels Korrelationstestung nach
Spearman untersucht wurden. Zum Vergleich zweier Tetraspanine wurde ein
arithmetischer Mittelwert aus den OA-, RA-Geweben oder beiden Gruppen fiur die
entsprechenden Kategorien errechnet, welche anschlieBend zur Korrelationsanalyse
herangezogen wurden. Die in der Korrelationsmatrix als signifikant markierten
Korrelationen wurden nochmals einzeln durch einen separaten Spearman-Test
Uberprift. Fur die graphische Darstellung als Punktediagramm wurde mit Hilfe von
GraphPad Prism aul3erdem eine Regressionsgerade generiert. Anhand der
Punkteverteilung in Bezug zur Ausgleichsgeraden wurde die Wahrscheinlichkeit zufallig
entstandener Ergebnisse abgeschatzt und des Zufalls verdachtigte Korrelationen

verworfen. Die verbliebenen Korrelationen wurden zur Beurteilung herangezogen.
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3.11.2 Statistik der Stimulationsversuche

Fur die graphische Darstellung und die statistische Auswertung von Ergebnissen der
Stimulationsversuche zu den Tetraspaninen wurde das Statistik-Programm GraphPad
Prism (Version 6 und 8) verwendet. Zur Berechnung des x-fachen Unterschieds der
Tetraspanin-Expression einer stimulierten Fibroblasten-Kultur bezogen auf die nicht
stimulierte Kontroll-Kultur wurde die AAC; Methode verwendet. Dabei wird zunachst fur
jede Population der Schwellenwertzyklus (Ci-Wert) des Referenzgens 18S rRNA vom
C+Wert des untersuchten Tetraspanin-Gens subtrahiert. Nach dieser Normierung wird
vom AC-Wert der stimulierten Fibroblasten-Kultur der AC-Wert der nicht stimulierten
Kontroll-Kultur abgezogen. Der relative Expressionsunterschied ergibt sich
anschlieBend aus der Formel 24¢t [107]. Aus den errechneten x-fach-Werten der
Tetraspanin-Expression bezogen auf die Negativkontrolle wurden mittels GraphPad
Prism die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet und durch
ein Punktediagramm graphisch dargestellt. Verglichen wurden die IL-1$ (10 ng/ml) oder
TNFa (10 ng/ml) stimulierten RASF mit der unstimulierten Kultur.

Da nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden konnte, wurden
nicht-parametische Statistikanalysen verwendet. Fir die statistische Auswertung der
proentziindlichen Reaktion der RASF wurde mittels GraphPad Prism ein multipler
Vergleichstest nach Dunnett durchgefihrt, welcher die IL-1B oder TNFa stimulierten
RASF auf signifikante Unterschiede zur unstimulierten Kultur testete. Fur die
Ergebnissen der Stimulationsversuche zu den Tetraspaninen CD63, CD81 und CD151
wurde unter Verwendung einer One-Way ANOVA Analyse ein Kruskal-Wallis-Test flr
die Ergebnisse der OA- oder RA-Gruppe der einzelnen Tetraspanine durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau wurde auf 5% und die Variablen als unabhangig festgelegt.
Signifikanzen wurden als p<0,05 (*), p-Wert<0,01 (**) und p<0,001 (***) definiert und als
solche im Graphen markiert. Gegentibergestellt wurden IL-13 oder TNFa stimulierte und
unstimulierte RASF. Ergaben sich dabei signifikante Unterschiede wurde zuséatzlich ein
multipler Vergleichstest nach Dunn ergdnzt, welcher alle Gruppen untereinander auf

signifikante Unterschiede testete.
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4. ERGEBNISSE

Im Vorfeld wurden die Tetraspanine CD9, CD63, CD81 und CD151 aufgrund ihrer
Eigenschaften und den Ergebnissen der Primer-Optimierung fur die weitere Erforschung
der Tetraspanin-Expression im Synovium von Patienten mit rheumatoider Arthritis
ausgewahlt. Bei den in unserem Forschungslabor etablierten Daten zum Tetraspanin
CD82 im Rahmen der Studie ,Tetraspanin CD82 beeinflusst die Migration, Anhaftung
und Invasion von Synovialfibroblasten der rheumatoiden Arthritis“ [29] wurde bereits die
Basis bezuglich histologischer Untersuchungen eines Tetraspanins und deren

Auswertung geschaffen.
4.1 Etablierung der immunhistologischen Farbungen

4.1.1 Etablierung zum Tetraspanin CD63

4.1.1.1 Etablierung der Immunhistochemie

Die Etablierung des Tetraspanins CD63 wurde anhand einer Immunfluoreszenz (IF) mit
Gefrierschnitten aus Synovium von RA-Patienten mit dem etablierten Protokoll fiir das
CD82 begonnen und unterschiedliche Konzentrationen des polyklonalen
Primarantikbrpers gegen CD63 (proteintech) getestet. Das zugrunde liegende
Basisprotokoll fur die Immunfluoreszenz ist unter Kapitel 3.3 beschrieben.
Als Negativkontrolle wurde das Ldsungsmittel des Primarantikérpers verwendet. Ein in
Kaninchen generierter, monoklonaler anti-humaner Isotyp (abcam) wurde in einer der
Menge des CD63-AKs entsprechenden Verdunnung als zuséatzliche Kontrolle parallel
aufgetragen. Zur Optimierung des CD63-AKs wurden zwei Verdinnungen 1:50 und
1:500 (gelost in PBS mit 10 % BSA) entsprechend der Herstellerempfehlungen gepriift.
Ein rot fluoreszierender Sekundarantikorper (ThermoFisher) wurde anschlieRend
hinzugegeben. Weiterhin wurden die Zellkerne wie unter Kapitel 3.3 beschrieben mit
DAPI gefarbt. Unter Verwendung der aufgefihrten Bedingungen ergaben sich
unspezifische Signale in der verwendeten Isotypkontrolle sowie kaum CD63-Signale, die
sich vom Hintergrund abhoben

Aufgrund der unspezifischen Signale wurde zunachst eine immunhistochemische
Farbung anstelle der IF durchgefiihrt. Zur Etablierung des CD63-Nachweises wurde
parallel die etablierte CD82-Farbung (abcam, 1:200 in PBS) als Positivkontrolle fur das
eingesetzte Sekundarsystem mitgefuhrt. Das Basisprotokoll der Immunhistochemie ist
unter Kapitel 3.2 beschrieben. Die Inkubation mit den Primarantikérpern erfolgte diesmal

tber Nacht bei 4 °C. Verwendet wurde ein in Kaninchen generierter, monoklonaler, anti-
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humaner Isotyp (abcam, 1:100 in PBS). Die Verdunnungsempfehlung des CD63-AKs
nach Hersteller lag fur eine IHC im Bereich von 1:50 bis 1:500, daher wurde eine
Verdinnung von 1:300 in PBS mit Inkubation Uber Nacht bei 4°C gewahlt. Geblockt
wurde mit 2 % BSA. Bereits nach einer Entwicklungszeit von zwei Minuten zeigten sich
bei CD63 unspezifische Signale in der Negativkontrolle und Isotypkontrolle, aber auch
ein starkeres Signal des CD63-AKs Uber dem Hintergrund war zu beobachten. Die
unspezifischen Signale in Negativ- und Isotypkontrolle waren ebenfalls bei der
Positivkontrolle mit CD82 erkennbar. Aufgrund des nicht optimalen Blockings und einer
moglichen Problematik im sekundéren Nachweissystem wurden verschiedene Variablen
Uberprift, die in Tab. 33 zusammengestellt sind. Zudem wurde eine in Kaninchen
generierte, polyklonale, anti-humane Isotypkontrolle (biorbyt) verwendet. In allen
Varianten fiel das Signal des CD63-AKs stark aus, wahrend die Isotypkontrolle nur ein
schwaches bis kein Signal zeigte. Das beste Resultat ergab sich aus der Kombination
5 % Milchpulver-Block und dem Ldsen der AK in PBS. Dieses IHC-Protokoll wurde als
Standard fur den Nachweis von CDG63 in verschiedenen OA- und RA- Geweben
verwendet.

Tab. 33: Getestete Varianten des Immunhistochemie-Protokolls fiir CD63
(NK (Negativkontrolle), Iso (Isotypkontrolle), AK (CD63-Antikorper)

Blocken CD63-AK Gewebe | Entwicklung Ergebnis Signal

2 % BSA 1:150 in PBS RA 2 min NI, LSt UInsperdifien
AK: spezifisches Signal

5% Serum . . . Iso: schwaches Signal
Ziege 1:300in PBS RA 2 min AK: starkes Signal
5% . . . Iso: kein Signal
Milchpulver OOl RA Sl AK: starkes Signal
5% 1:300 in RA 4 min Iso: schwaches Signal
Milchpulver 5 % Milchpulver AK: starkes Signal

4.1.1.2 Verifikation des Immunhistochemie-Protokolls auf Gewebeproben zum
Nachweis von CD63 im RA- und OA-Synovium

Nach Etablierung des IHC-Protokolls fir CD63 wurden, wie unter Kapitel 3.10.1.1
beschrieben, Synovialgewebe von OA- und RA-Patienten ausgewahlt, anhand derer die
Expression von CD63 untersucht wurde. Zur Reduktion von methodischer Variabilitat
wurden alle OA-Gewebe in einem IHC-Ansatz parallel gefarbt. Bei Gewebeproben, die
bei vorherigen Farbungen in der Isotypkontrolle im Gegensatz zur Negativkontrolle einen
leichten unspezifischen Hintergrund aufwiesen, wurde die Isotypkontrolle bei der
Farbung mitgefihrt. Dabei bestatigten sich die zuvor bereits aufgetretenen
unterschiedlichen Signalstarken des CD63-AKs zwischen den einzelnen Gewebeproben
(vgl. Abb. 10). Die Endzahl der Gewebeproben wurde daraufhin auf 15 Proben erhdht.
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Auch die IHCs der RA-Gewebeproben sollten in einem einzelnen IHC-Ansatz gefarbt

werden.

HE Isotypkontrolle CD63-AK

Gewebe %
1

Gewebel
2

Abb. 10: Beispiel der unterschiedlichen Signalstarke des CD63-Antikdrpers zwischen zwei
Gewebeproben bei der Immunhistochemie

Beispielhaft dargestellt ist der Unterschied der Signalstarke des CD63-Antikorpers zwischen verschiedenen
Gewebeproben in der Gewebelibersicht (100-fach). So zeigt der CD63-Antikdrper bei einigen Geweben nur
ein sehr schwaches Signal (Gewebe 1), wéahrend sich bei anderen Geweben ein deutlich rotes Signal des
CD63-Antikdrpers, insbesondere im Bereich der GefalRwande darstellt (Gewebe 2). Dazugehérige
Isotypkontrolle und Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Gewebes sind abgebildet.

Bei der Farbung der Gewebe verschiedener Patienten traten Problematiken beim
Farben der bei -20 °C gelagerten seriellen Gewebeschnitte auf. Die fehlerhafte Farbung
am Geweberand ohne Farbung der Gewebemitte entstand vermutlich durch Eiskristall-
bzw. Kondenswasser-Bildung auf den Schnitten bei Entnahme sowie unterschiedlichen
Raumtemperaturen. Zudem konnte ein Einfluss der Peroxidaseblockade bei der
CD63-IHC beobachtet werden, der bei dem verwendeten Nachweissystem bendgtigt wird.
Da in der IF der Schritt der Peroxidase-Blockade nicht notwendig ist und die
Farbeproblematik der bei -20°C gelagerten Schnitte im direkten Vergleich nicht auftrat,
erfolgte der Nachweis von CD63 in je 15 RA- und OA-Geweben per Immunfluoreszenz.

4.1.1.3 Etablierung Immunfluoreszenz

Anhand eines etablierten IF-Basisprotokolls (s. Kapitel 3.3) wurde die IF unter
Verwendung der AK-Konzentrationen und Block-Variante aus der zuvor durchgefuhrten
IHC mit einem Block mittels 5% Milchpulver, einer in Kaninchen generierten,
polyklonalen, anti-humanen Isotypkontrolle (biorbyt, 1:900 in PBS) sowie den CD63-AK
(proteintech, 1:300 in PBS) durchgefihrt. Der Fluoreszenznachweis wurde mittels des
roten Fluorochroms Dylight 649 (BioLegend, 1:500 in PBS) mit Cy3

(Jackson-ImmunoResearch, Fluorochrom Indocarbocyanin, 1:500 in PBS) verglichen.
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Die Signale erschienen schwach (Cy3) oder fehlten (Dylight 649), weshalb die
Konzentrationen der Sekundar-AK auf 1:100 erhoht wurde, sowie zusatzlich ein
FITC-markierter AK eingesetzt wurde (abcam, Fluorochrom Fluoresceinisothiocyanat
1:100 in PBS). Im Gegensatz zu den mit Dylight 649- oder FITC-markierten AK ergab
der Cy3-markierte AK ein starkeres Signal, wurde aber aufgrund des starken Signals in
einer starkeren Verdinnung von 1:250 getestet. In dieser Verdinnung ergab sich ein
gutes, reproduzierbares Signal, sodass das verwendete Protokoll als Standard
festgelegt wurde (s. Kapitel 3.3 und Tab. 22) und auf allen OA- und RA-Geweben
angewendet wurde. Um eine mdéglichst gute Vergleichbarkeit zu erzielen, wurden alle
Gewebe jeweils in einem IF-Durchlauf mit jeweils einer Isotypkontrolle gefarbt. Mittels
Mikroskop und digitaler Kamera wurden die Gewebeschnitte anschlieRend unter
gleichen Mikroskop- und Belichtungseinstellungen in verschiedenen Vergrof3erungen
fotografiert und dokumentiert.

4.1.1.4 Auswertung der Immunfluoreszenzsignale von CD63

Zur Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbung von CD63 auf 15 OA- und 15 RA-
Geweben wurden die dokumentierten Aufnahmen der Schnitte anhand der in den
Methoden beschriebenen Scores zur Auswertung der IF-Farbungen (s. Kapitel 3.10.1.3)
und den dazugehérigen Umgebungsbedingungen ausgewertet. Reprasentative Bilder
sind in Abb. 12 dargestellt. Hierbei lag der Fokus auf der Verteilung der CD63-Signale,
wahrend die Intensitat der Signale in einem spateren Kapitel mittels eigenen Scores
gesondert betrachtet wird (s. Kapitel 4.1.6). Die Ergebnisse sind in Tab. 34 dargestellt.
Bei den GefalRen konnten generell keine Unterschiede zwischen arteriellem und
vendsem Gefald bezliglich der Farbung festgestellt werden (nicht in Tab. 34 dargestellt).
Bei der Auswertung fielen bei den CD63-Signalen besondere Farbemuster in den
Bereichen der Zellkerne und Aussparungen innerhalb der GefaBwand auf (vgl.
Kapitel 3.10.1.3 und Abb. 7). Um dies genauer zu untersuchen und zu quantifizieren,
wurden diese Merkmale ebenfalls mittels des Scores zur Auswertung der IF-Farbungen
fur CD63 ausgewertet (s. Tab. 35). Betrachtet wurde dabei nur die gréf3te VergrofRerung
(400x).

Der Datensatz der Score-Ergebnisse zu den Grund- sowie Spezialkategorien wurde
graphisch ausgewertet (s. Abb. 11). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen OA und RA innerhalb der einzelnen Kategorien.

Wurde das arithmetische Mittel der in die Kategorien eingeschlossenen Gewebe

betrachtet, zeigte sich durchschnittlich eine starke Farbung im gesamten Gewebe fir die
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Areale lining layer, Gefal3e und sublining. Ein geringer Unterschied zwischen OA- und
RA-Gewebe liel3 sich hierbei nur bei den Signalen in Endothelzellen beobachten. So
tendieren RA-Gewebe in diesem Areal zu einer mittelstarken Farbung, welche etwa die
Halfte des Gewebes betrifft, wahrend sich bei OA-Gewebe eine starke Farbung im
gesamten Gewebe verzeichnen lasst. Infiltrate konnten sowohl bei OA- als auch bei RA-
Gewebe nur in wenigen Proben gefunden werden (n=3 und n=4). Jedoch fiel auf, dass

Infiltrate ausnahmslos eine starke Farbung aufwiesen.

CD63

Abb. 11: Durchschnittliche Score-Werte der Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien
far CD63

Dargestellt sind fur jede Kategorie, welche bei der Immunfluoreszenz-Farbung unter Verwendung
des CD63-Antikdrpers  bewertet wurde, die arithmetischen  Mittelwerte  und
Standardabweichungen der Score-Werte fir OA (blau) bzw. RA (rot). Die Anzahl der fir jede
Kategorie bewerteten Gewebe ist als Stichprobenumfang (n) dargestellt. Score-Werte sind
definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden® (-), ,keine Farbung/ nichtzutreffend” (0), ,wenige
Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt/ bei einzelnen Gefalen zutreffend “ (1), ,mittelstarke
Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft/ fir mindestens die Halfte der Gefalle
zutreffend” (2) und ,der GrolRteil der Probe ist mittel bis stark gefarbt/ fir den Grolteil der Gefalie
zutreffend” (3).

Die Spezialkategorie des Farbemusters im Bereich der Zellkerne konnte nur in
vereinzelten Geweben und dort nur in einigen Zellen der verschiedenen Gewebeareale
gefunden werden. Nur wenige bis keine der Zellen im lining layer, Endothel,

Media/Adventitia und sublining zeigten ein solches Farbemuster im Bereich ihrer Kerne.
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Etwas haufiger konnte das Farbemuster im Bereich der Kerne von Zellen in Infiltraten
beobachtet werden (Abb. 12). Bei RA-Geweben wies etwa die Halfte der Zellen im
Infiltrat eine solche Farbung auf. Eine Aussparung der Farbung in GefaBwanden liel3
sich ebenso nur in vereinzelten GefalRen des Gewebes erkennen, RA-Gewebe hier mit

einer gering héheren Tendenz.
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CD63-AK CD63-AK und Kernfarbung

Infiltrat

Farbe-
muster
Kern-
bereich

Aus-
sparung
innerhalb
Gefalt-
wand
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Abb. 12: Reprasentative Immunfluoreszenz-Farbung eines Gewebes fiir CD63

Die Abbildung zeigt ein Gewebe, welches das Ergebnis der Immunfluoreszenz-Farbung zum
Tetraspanin CD63 reprasentativ darstellt. Zellen des lining layer, der GefaRRe (s. Pfeile) und des
sublinings zeigen fur das gesamte Gewebe ein starkes CD63-Signal (rot fluoreszierend). DAPI-
gefarbte Zellkerne sind blau fluoreszierend. Auch ein in diesem Gewebe enthaltenes Infiltrat weist
ein starkes Signal aller Zellen auf. Nicht reprasentativ fir das Gesamtergebnis der CD63-
Immunfluoreszenz-Farbung, aber in diesem Gewebe ebenfalls aufféllig, sind die in einigen
Geweben beobachteten isolierten Signale des CD63-Antikorpers im Kernbereich einiger Zellen
(s. eingekreiste Zellen) und eine Aussparung in der GefalRwand eines Gefalies (s. Pfeil).
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Tab. 34: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Signale fir CD63 in den Grundkategorien fur
alle OA- und RA-Gewebe

Score-Werte sind  definiert als ,Kategorie/Areal nicht vorhanden® (-), ,keine
Farbung/nichtzutreffend (0), ,wenige Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt® (1), ,mittelstarke
Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft* (2) und ,der GroRteil der Probe ist mittel
bis stark gefarbt* (3).

OA358 Syn7
OA379 Syn5
OA382 Syn3
OA391 Syn4
OA393 Syn4
OA398 Syn4
OA413 Syn3
OA415 Syn4
OA417 Syn4
OA418 Syn2
0OA419 Syn3
OA425 Syn4
OA476 Syn3
OABN93 Syn4
OABN95 Syn4

w|w

w

WINWFLINWINWW | (W(W

WWWIWWWW WWIN W WW|w(w

WIWIWIWW MWW W|W WW W(Ww|w(w

WINPFP | WWW[W W|[W W W w(w|w(w
1

W IN (W |

RA375 Syn3
RA376 Syn2
RA382 Syn3
RA384 Syn4
RA385 Syn2
RA386 Syn4
RA389 Syn2
RA391 Syn3
RA397 Syn3
RA402 Syn4
RA406 Syn4
RA419 Syn2
RA421 Syn3
RA434 Syn4
RABN23 Syn3

OlWw wIN

PWINWFRIFPWIWWWWWw|w w w

WWIW MWW WWIWW(W[W[W|w w w

WFRPWWINWWIWW(W|W[w|w w |~
w
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Tab. 35: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Signale fur CD63 in den Spezialkategorien fur
alle OA- und RA-Gewebe

Score-Werte sind definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden® (-), ,keine Farbung/
nichtzutreffend (0), ,wenige Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt/ bei einzelnen Gefalien
zutreffend” (1), ,mittelstarke Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft/ fir mindestens
die Halfte der Gefalle zutreffend” (2) und ,der Grofiteil der Probe ist mittel bis stark gefarbt/ fur
den GroRteil der Gefalle zutreffend (3).

OA358 Syn7 0 1 0 1 1 0
OA379 Syn5 1 1 1 0 1 1
OA382 Syn3 1 2 1 0 - 1
0OA391 Syn4 3 2 1 1 2 1
0OA393 Syn4 0 0 0 0 - 3
OA398 Syn4 1 1 0 1 - 1
0OA413 Syn3 1 1 0 1 - 1
0OA415 Syn4 - 1 0 1 - 2
0OA417 Syn4 0 0 0 1 - 0
0OA418 Syn2 0 0 0 1 - 1
0OA419 Syn3 0 0 0 0 - 3
0OA425 Syn4 - 0 0 1 - 1
OA476 Syn3 1 1 1 0 - 1
OABN93 Syn4 0 0 0 - 0
OABN95 Syn4 - 1 1 1 - 1
RA375 Syn3 0 0 0 - 2
RA376 Syn2 1 1 1 1 - 2
RA382 Syn3 - 1 1 1 - 1
RA384 Syn4 - - - 1 1 1
RA385 Syn2 1 0 - 0 - -
RA386 Syn4 - 0 0 1 - 1
RA389 Syn2 0 0 0 0 2
RA391 Syn3 1 0 0 1 1 3
RA397 Syn3 - 1 0 1 0
RA402 Syn4 - 1 0 0 - 1
RA406 Syn4 1 0 0 1 - 0
RA419 Syn2 - 2 2 1 3 3
RA421 Syn3 1 1 1 1 3 1
RA434 Syn4 1 1 1 2 - 2
RABN23 Syn3 - 2 1 3 - 3
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4.1.2 Etablierung zum Tetraspanin CD81

4.1.2.1 Etablierung der Immunhistochemie

Analog zum Etablierungsstart von CD63 wurde auch bei der Etablierung von CD81
zunachst eine Immunfluoreszenz nach CD82-Protokoll (s. Kapitel 4.1.1) mit den
Verdinnungen des polyklonalen Primarantikérpers gegen CD81 (biobyt) von 1:100 und
1:600,

durchgefihrt. Das zugrundeliegende Basisprotokoll der Immunhistochemie ist unter

entsprechend des vom Hersteller empfohlenen Verdinnungsbereiches,
Kapitel 3.2 beschrieben. Es zeigten sich wie bei CD63 unspezifische Signale in der
Isotypkontrolle und wenige, sich vom Hintergrund abhebende Signale fur CD81. So
wurde auch flr dieses Tetraspanin die Etablierung mittels Immunhistochemie fortgefihrt.
Beim ersten Etablierungsschritt auf RA-Gewebe mit einem monoklonalen, in Kaninchen
generierten, anti-humanen Isotyp (abcam) sowie dem polyklonalen Primé&rantikorper
gegen CD81 (1:300 in PBS) waren unspezifische Signale in Negativ- und Isotypkontrolle
und ein Signal des CD81-AKs erkennbar. Die Etablierung wurde unter Verwendung
eines polyklonalen, in Kaninchen generierten, anti-humanen Isotyp (biobyt) sowie
weiteren Variationen des Blockens fortgesetzt, die jedoch keine optimale Farbung
erzielten (s. Tab. 36). Verschiedene Variationen, wie die Erhdhung der Konzentration
des CD81-AKs, der Inkubationsdauer des Primarantikdrpers und die Verwendung
verschiedener Kontrollgewebe mit bekannter CD81-Expression, fihrten nicht zur
erfolgreichen Etablierung des verwendeten Antikérpers auch unter Verwendung von

Geweben, die eine CD81-Expression aufweisen (s. Tab. 36).

Tab. 36: Getestete Varianten des Immunhistochemie-Protokolls fiir CD81
(NK (Negativkontrolle), Iso (Isotypkontrolle), AK (CD81-Antikérper))

Blocken CD81-AK Gewebe _Ent— Ergebnis Signal
wicklung
2 9% BSA 1:300 in PBS | RA 2 min S, Ustet Wnispeiniz el
AK: spezifisches Signal
5% Serum . . . Iso: zellulares Signal, stark
Ziege 1:300in PBS | RA 3 min AK: kein Signal (Schnitt defekt)
5% . . . Iso: zellulares Signal, schwach
Milchpulver ELOIIFES || I5da 9wl AK: kaum/kein Signal
5% 1:300in 5% RA 6 min Iso: kaum, aul3er eine Stelle
Milchpulver Milchpulver AK: kein Signal aul3er eine Stelle
10%BSA | 1:300in PBS | OA 7 min Iso:starki(Schnittaeieki)
AK: kein Signal
1:300 in . Iso: zellulares Signal, schwach
0 1
5 % BSA 5 9% BSA OA 6 min AK: kein Signal
5 9% BSA 1:300 in PBS | OA 1olmine | LSS zeliiares Signal istiwech
AK: kein Signal
2 % BSA 1:100in PBS | OA 8 min Iso: extrem starkes Signal
AK: schwaches Signal
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Blocken CD81-AK Gewebe wi(I:EI?IL-ng Ergebnis Signal
5 % BSA 1:300 in PBS | Lunge 7 min Z‘z (';fv'\;‘; ';i‘:a”:kzif’ega'signal
S % BSA 1:3001in PBS | OA, RA 7 min ,IAslg 32?&?72?;{(2?;?&@&
sSaix | U300 PBS |Lunge,RA | amin | i SRS TR eeher

10 % 1:100 in PBS Lunge. RA | 8 min Iso: schwach / zellular
BSA-Mix 1h 4 °C 9e, AK: etwas stérker / kaum
10 % 1:100 in 5% Lunge 8 min Iso: zellulare Signale
BSA-Mix BSA 1h 4 °C 9 AK: etwas schwacher als Iso
. Gehirn . Iso: kein Signal
0 .
5% BSA 1:3001in PBS (Paraffin) 23 min AK: kein Signal
. Niere, Fett . Iso: Signal Tubuli / rot (defekt)
0 .
20 B LU [PES (Paraffin) 20l AK: Tubuli / Hintergrundsignal

Da der polyklonale, in Kaninchen generierte, anti-humane CD81-Antikdrper nicht
etabliert werden konnte, wurde ein monoklonaler, in Maus generierter, anti-humaner
CD81-Antikorper (abcam) eingesetzt (zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Undraga

Schagdarsurengin, Biomedizinisches Forschungszentrum Seltersberg in GielRen).

4.1.2.2 Etablierung der Immunfluoreszenz

Der CD81-AK (abcam) wurde in dem unter Kapitel 3.3 beschriebenen
Immunfluoreszenz-Protokoll angewendet. Ein monoklonaler, in Maus generierter, anti-
humaner Vimentin-AK (Dako) wurde als Kontrolle des Sekundarsystems mitgefihrt.
Vimentin ist ein Intermediarfilament und liegt im Zytoplasma aller Zellen mesenchymaler
Herkunft wie beispielsweise Fibroblasten, Endothelzellen oder glatten Muskelzellen vor
und lasst sich aus diesem Grund als Positivkontrolle im Synovialgewebe einsetzen.

Die IF-Farbung beinhaltete ein Blocken mit 5% BSA, eine monoklonale, in Maus
generierte, anti-humane Isotypkontrolle (BD Pharmingen, 1:250 in PBS) sowie den
Vimentin-AK (1:100 in PBS) und den CD81-AK (1:1000 in PBS). Als Nachweissystem
wurde der polyklonale Sekundar-AK Alexa Fluor 488 (ThermoFisher, in Ziege generiert,
Anti-Maus, 1:500 in PBS) verwendet. Es zeigte sich ein spezifisches Signal des
verwendeten CD81-AKs. Das etablierte IF-Protokoll (s. Kapitel 3.3 und Tab. 23) wurde
anschliel3end auf allen 15 OA- und 15 RA-Geweben in jeweils einem IF-Durchlauf zur
Auswertung der CD81-Expression angewendet und mittels Mikroskops und digitaler
Kamera in verschiedenen Vergrof3erungen fotografisch dokumentiert. Fir jeden

Immunfluoreszenz-Durchlauf wurde eine Isotypkontrolle mitgefihrt.
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4.1.2.3 Auswertung der Immunfluoreszenzsignale von CD81

Zur Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbung von CD81 auf 15 OA- und 15 RA-
Geweben wurden die Aufnahmen der Schnitte anhand des in den Methoden
beschriebenen Scores zur Auswertung der IF-Farbungen (s. Kapitel 3.10.1.3) und den
dazugehoérigen Umgebungsbedingungen ausgewertet. Reprasentative Bilder sind in
Abb. 14 dargestellt. Hierbei lag der Fokus auf der Verteilung der AK-Signale, wahrend
die Intensitat der Signale in einem spéateren Kapitel mittels eigenen Scores gesondert
betrachtet wird (s. Kapitel 4.1.6). Die Ergebnisse sind in Tab. 37 dargestellt. Bei den
Gefalien konnten generell keine Unterschiede zwischen arteriellem und vendsem Gefald
bezuglich der Farbung festgestellt werden (nicht in Tab. 37 dargestellt). Bei der
Auswertung des Tetraspanins CD81 fiel teilweise eine verstarkte Farbung des Endothels
im Vergleich zur Media bzw. Adventitia auf (vgl. Kapitel 3.10.1.3 und Abb. 8). Um dies
genauer zu quantifizieren, wurden diese Merkmale ebenfalls mittels des Scores zur
Auswertung der IF-Farbungen ausgewertet (s. Tab. 38). Betrachtet wurde dabei nur die
grof3te VergrofRerung (400x).

Der Datensatz der Score-Ergebnisse zu Grund- und Spezialkategorien wurde graphisch
ausgewertet (s. Abb. 13). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
OA und RA innerhalb der einzelnen Kategorien. Wurde das arithmetische Mittel der in
die Kategorien eingeschlossenen Gewebe betrachtet, zeigte sich im Mittel eine starke
Farbung im gesamten Gewebe fir die Areale lining layer, GefaRe und sublining.
Unterschiede zwischen OA- und RA-Gewebe wurden hierbei nicht beobachtet. Infiltrate
konnten sowohl bei OA- als auch bei RA-Gewebe nur in jeweils finf Proben gefunden
werden. Dabei fiel auf, dass Infiltrate ausnahmslos eine starke Farbung aufwiesen.
Eine verhaltnismafig starkere Farbung des Endothels der Gefalze im Vergleich zu Media
und Adventitia zeigte sich nur vereinzelt in wenigen RA-Geweben und betraf dort nur
wenige Bereiche oder einzelne Gefalle. In OA-Gewebe konnte eine solche Féarbung
nicht beobachtet werden.

Generell fiel auf, dass die Farbung des CD81-AKs, im Gegensatz zu den anderen

Tetraspaninen, den Zellkernbereich aussparte.
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Abb. 13: Durchschnittliche Score-Werte der Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien
far CD81

Dargestellt sind fur jede Kategorie, welche bei der Immunfluoreszenz-Farbung unter Verwendung
des CD81-Antikdrpers  bewertet wurde, die  arithmetischen  Mittelwerte  und
Standardabweichungen der Score-Werte fir OA (blau) bzw. RA (rot). Die Anzahl der fir jede
Kategorie bewerteten Gewebe ist als Stichprobenumfang (n) dargestellt. Score-Werte sind
definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden® (-), ,keine Farbung/ nichtzutreffend” (0), ,wenige
Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt/ bei einzelnen GefaRen zutreffend “ (1), ,mittelstarke
Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft/ fir mindestens die Halfte der Gefalle
zutreffend” (2) und ,der Grol¥teil der Probe ist mittel bis stark gefarbt/ fir den GroRteil der Gefalie
zutreffend” (3).
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Abb. 14: Reprasentative Immunfluoreszenz-Farbung eines Gewebes fir CD81

Die Abbildung zeigt ein Gewebe, welches das Ergebnis der Immunfluoreszenz-Farbung zum
Tetraspanin CD81 reprasentativ darstellt. Zellen des lining layer, der Gefal3e (s. Pfeile) und des
sublinings zeigen im gesamten Gewebe ein starkes Signal des CD81-Antiktrpers (grin
fluoreszierend). Zellkerne sind blau fluoreszierend. Auch ein in diesem Gewebe enthaltenes
Infiltrat weist ein starkes Signal aller Zellen auf. Nicht reprasentativ fir das Gesamtergebnis der
CD81-Immunfluoreszenz-Farbung, aber in diesem Gewebe ebenfalls aufféllig, ist eine
verhédltnismaRig verstarkte Farbung des Endothels im Vergleich zur Media und Adventitia bei
Arterien und einer Vene (s. Pfeile). Bei der Farbung von CD81 auffallend ist die Aussparung des
Signals im Zellkernbereich.
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Tab. 37: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Signale fiir CD81 in den Grundkategorien fiir
alle OA- und RA-Gewebe

Score-Werte sind definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden* (-), ,keine
Farbung/nichtzutreffend (0), ,wenige Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt® (1), ,mittelstarke
Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft* (2) und ,der GroRteil der Probe ist mittel
bis stark gefarbt* (3).

OA358 Syn7
OA379 Syn5
OA382 Syn3
OA391 Syn4
OA393 Syn4
OA398 Syn4
OA413 Syn3
OA415 Syn4
OA417 Syn4
OA418 Syn2
OA419 Syn3
OA425 Syn4
OA476 Syn3
OABN93 Syn4
OABN95 Syn4
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WWIWIWW MWW W|W W|W WwW(w|w(w
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RA375 Syn3
RA376 Syn2
RA382 Syn3
RA384 Syn4
RA385 Syn2
RA386 Syn4
RA389 Syn2
RA391 Syn3
RA397 Syn3
RA402 Syn4
RA406 Syn4
RA419 Syn2
RA421 Syn3
RA434 Syn4
RABN23 Syn3

wWWw w w

RPIWINWIN[WWWIWIWWWwW(Ww W w
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Tab. 38: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Signale fir CD81 in den Spezialkategorien fir
alle OA- und RA-Gewebe

Score-Werte sind definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden® (-), ,nichtzutreffend” (0), ,bei
einzelnen Gefalken zutreffend” (1), ,fir mindestens die Halfte der Gefalie zutreffend” (2) und ,fir
den GroRteil der Gefalle zutreffend” (3).

OA358 Syn7 0 0
OA379 Syn5 0 0
OA382 Syn3 0 0
OA391 Syn4 0 0
OA393 Syn4 0 0
0OA398 Syn4 0 0
0OA413 Syn3 0 0
0OA415 Syn4 0 0
OA417 Syn4 0 0
0OA418 Syn2 0 0
0OA419 Syn3 0 0
0OA425 Syn4 0 0
OA476 Syn3 0 0
OABN93 Syn4 0 0
OABN95 Syn4 1
RA375 Syn3 0 0
RA376 Syn2 0 0
RA382 Syn3 0 0
RA384 Syn4 0 0
RA385 Syn2 0 0
RA386 Syn4 0 0
RA389 Syn2 0 0
RA391 Syn3 2 2
RA397 Syn3 0 0
RA402 Syn4 1 1
RA406 Syn4 0 0
RA419 Syn2 0 0
RA421 Syn3 2 1
RA434 Syn4 0 0
RABN23 Syn3 0 0

Die etablierte IF-Farbung fir den CD81-AK fuhrte im Rahmen einer Kooperation mit
einer Arbeitsgruppe des Biomedizinischen Forschungszentrums Seltersberg in Giel3en
zur Bereitstellung einer Positivkontrolle in Form einer IF-Farbung des CD81-AKs auf
einem OA-Gewebe. Von der Arbeitsgruppe des Biomedizinischen Forschungszentrums
Seltersberg wurde mittels IF die CD81-Expression in THP1-Zellen nach Behandlung mit

Exosomen untersucht.
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4.1.3 Etablierung zum Tetraspanin CD151

4.1.3.1 Etablierung der Immunhistochemie

Die zur Orientierung durchgefiihrte Immunfluoreszenz-Farbung nach CD82-Protokoll (s.
Kapitel 4.1.1) mit den Verdinnungen 1:100 und 1:500 (vom Hersteller empfohlener
Verdunnungsbereich) fir den polyklonalen Primérantikérper gegen CD151 (biobyt)
lieferte auch bei diesem Tetraspanin unspezifische Signale in der Isotypkontrolle und
kaum Signale des CD151-AKs, welche sich vom Hintergrund abhoben. So wurde auch
bei CD151 zunachst mit der Etablierung der Immunhistochemie fortgefahren. Das
Basisprotokoll der IHC ist unter Kapitel 3.2 beschrieben. Der erste Etablierungsschritt
auf RA-Gewebe mit einem monoklonalen, in Kaninchen generierten, anti-humanen
Isotyp (abcam) sowie dem polyklonalen Primarantikérper gegen CD151 (1:300 in PBS)
ergab unspezifische Signale in der Negativkontrolle, Isotypkontrolle sowie fir den
CD151-AK selbst. Es folgten neben dem Wechsel zu einem polyklonalen, in Kaninchen
generierten, anti-humanen Isotyp (biobyt) weitere Variationen des Blockens, die jedoch
keine optimale Farbung erzielten (s. Tab. 39). Verschiedene Variationen, wie die
Erhdhung der Konzentration des CD151-AKs und die Verwendung verschiedener
Kontrollgewebe mit bekannter CD151-Expression, fuhrten nicht zur erfolgreichen
Etablierung des verwendeten Antikorpers (s. Tab. 39).

Es traten die bereits bei der Etablierung des CD63-AKs beschriebene Problematiken
beim Farben der bei -20 °C gelagerten seriellen Gewebeschnitte auf. Analog zu der
Vorgehensweise beim CD63-AK erfolgte auch der Nachweis von CD151 in je 15 RA-
und OA-Geweben per Immunfluoreszenz.

Tab. 39: Getestete Varianten des Immunhistochemie-Protokolls fir CD151
(NK (Negativkontrolle), Iso (Isotypkontrolle), AK (CD151-Antikdrper))

Blocken CD151-AK Gewebe _Ent- Ergebnis Signal
wicklung
2 % BSA 1:300 in PBS RA 3 min NI, L Unsppe s
AK: spezifisches Signal
. : NK, Iso: Signal
0 . 1
5% BSA 1:300 in PBS RA 2 min AK: starkes Signal
10 % BSA 1:300 in PBS RA 2 min LI, 58 L= Sgpiel) gl
AK: starkes Signal
10 % BSA-Mix | 1:300 in PBS RA 2 min NK, Iso: Signal / stark
AK: starkes Signal
. . . NK, Iso: Signal / stark
0 . b
5 % Milchpulver | 1:300 in PBS RA 2 min AK: starkes Signal
5 % BSA 1:300in 5% BSA | RA 2 min NK, Iso: keins/ schwach
AK: starkes Signal
5 % BSA 1:300 in PBS RA 2 min NI 508 [KEI STgnel 7 Sz
AK: zellulares Signal, stark
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Blocken CD151-AK Gewebe _Ent— Ergebnis Signal
wicklung
10 % BSA 1:300 in PBS RA 2 min NK., Iso: kems_/ zeIIuI.ar, stark
AK: starkes Signal wie Iso
10 % BSA-Mix | 1:300 in PBS RA 2min | NK Iso: schwach /zellular
AK: starkes Signal
: . . NK, Iso: schwach / zellular
0 . b
5 % Milchpulver | 1:300 in PBS RA 3 min AK: zellulires Signal, stark
5 % BSA 1:300in 5 % BSA | RA 2 min NES, (562 SENEET | SENS
AK: sehr starkes Signal
1:300 in . NK, Iso: schwaches / zellular
0 b
10% BSA 10 % BSA RA 3 min AK: zellulares Signal, stark
10 % BSA 1:300in 5 % BSA | RA 3 min NI, 508 [Keimis J el
AK: zellulares Signal, stark
5 % Serum . : : NK, Iso: graues Signal, stark
Kaninchen 1:3001n PBS RA 4 min AK: graues Signal, stark
0 ——
5_Aa Serum 1:300 in PBS RA 4 min NK., Iso: keins / sghr schwach
Ziege AK: schwaches Signal
. 1:300 in . NK, Iso: keins / schwach
0 1
5 % Milchpulver 5 % Milchpulver RA 4 min AK: zellulares Signal, stark
. 1:300 in . NK, Iso: kein Signal
0, _ ’
55 g leer 5 % Milchpulver Ohsirin Sl AK: starkes Signal
. 1:400 in 12- Iso: schwach bis keins
0,
5 % Milchpulver 5 % Milchpulver OA/RA 14 min AK: schwaches Signal
. . NK, Iso: kein Signal
0 . 1
5% BSA 1:300 in PBS Lunge 7 min AK: sehr schwaches Signal
5% BSA 1:300 in PBS OA, RA | 7 min NK, Iso: keins / schwach
AK: starkes Signal
. . NK, Iso: keins / grau
0 . 1
5 % BSA 1:300 in PBS RA 2 min AK: starkes Signal
5 % BSA 1:300in 5% BSA | RA 1,5min | NK Iso: kein Signal
AK: starkes Signal
10 % BSA 1:300 in PBS RA 1,5min | NK, Iso: keins /schwach
AK: starkes Signal
10 % BSA 1:300in 5% BSA | RA 1,5min | NK Iso: kein Signal
AK: starkes Signal
1:300 in : NK, Iso: keins / schwach
0 1
AUt 10 % BSA RA 2 min AK: starkes Signal
10 % BSA-Mix | 1:300 in PBS RA 1,5min | NK Iso: kein Signal
AK: starkes Signal
10 % BSA-Mix | 1:300in 5% BSA | RA 2 min I, 812k L) Sligliel]
AK: schwacheres Signal
. 1:300 in . NK, Iso: kein Signal
0 - 1
10 % BSA-Mix 10 % BSA RA 1.5 min AK: starkes Signal
. . . NK, Iso: keins / schwach
0 . 1
5 % Milchpulver | 1:300 in PBS RA 3 min AK: schwcheres Signal
. 1:300 in : NK, Iso: keins / schwach
0 1
5 % Milchpulver 5 % Milchpulver RA 5 min AK: schwécheres Signal
. . . NK, Iso: kein Signal
0 . 1
5 % Milchpulver | 1:300 in PBS OA/RA | 6/10 min AK: keins / schwach / stark
5 % Milchpulver | 1:450 in PBS OA/RA | 6/10 min | AK: schwach / stark
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4.1.3.2 Etablierung der Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz-Farbung wurde anhand eines etablierten IF-Basisprotokolls (s.
Kapitel 3.3) unter der Verwendung eines Blocks mit 5 % Milchpulver, einer polyklonalen,
in Kaninchen generierten, anti-humanen Isotypkontrolle (biorbyt, 1:900 in PBS) sowie
dem polyklonalen Antikérper gegen CD151 (biobyt, 1:450 in PBS) durchgefuhrt. Fir den
Fluoreszenznachweis wurden verschiedene Sekundar-AK erprobt. Die polyklonalen
Antikorper Dylight 649 (BioLegend, in Esel generiert, Anti-Kaninchen), Cy3 (Jackson-
ImmunoResearch, in Ziege generiert, Anti-Kaninchen) sowie der griin fluoreszierende,
in Ziege generierte Anti-Kaninchen-Antikdrper FITC (abcam) wurden verglichen und
unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Der Sekundar-AK Cy3 mit einer
Konzentration von 1:250 zeigte ein gutes, reproduzierbares Signal und wurde in das
etablierte Protokoll der Immunfluoreszenz von CD151 aufgenommen (s. Kapitel 3.3 und
Tab. 24).

Bei der Anwendung des etablierten Protokolls auf verschiedenen Geweben traten
Problematiken durch Fehlen von Signalen des CD151-AKs auf. Diese wurden vermutlich
durch eine Schadigung des Antikdrpers durch mehrmaliges Auftauen und Einfrieren
verursacht. Lagerung und Verwendung des Antikérpers wurden daraufhin angepasst.
Es folgten die Immunfluoreszenz-Farbungen fiir die Auswertung auf allen 15 OA- und
15 RA-Geweben. Alle OA- und alle RA-Gewebe wurden jeweils in einem IF-Durchlauf
angesetzt und jeweils eine Isotypkontrolle mitgefiihrt. Die Farbungen ergaben
spezifische Signale des CD151-AKs, jedoch waren diese sehr schwach ausgebildet. Die
beiden Immunfluoreszenz-Ansatze wurden noch einmal wiederholt, wobei darauf
geachtet wurde, dass 100 statt 50 pl des Primar-AKs pro Schnitt aufgetragen wurden.
Dies lieferte bessere Ergebnisse, sodass die Farbungen zur Auswertung verwendet
werden konnten. Sie wurden mittels Mikroskops und digitaler Kamera in verschiedenen

Vergr63erungen fotografisch dokumentiert.

4.1.3.3 Auswertung der Immunfluoreszenzsignale von CD151

Die Immunfluoreszenz-Farbung von CD151 auf 15 OA- und 15 RA-Gewebeproben
wurden anhand des in den Methoden beschriebenen Scores zur Auswertung der IF-
Farbungen (s. Kapitel 3.10.1.3) und den dazugehérigen Umgebungsbedingungen
ausgewertet. Reprasentative Bilder sind in Abb. 16 und Abb. 17 dargestellt. Hierbei lag
der Fokus auf der Verteilung der AK-Signale, wéahrend die Intensitat der Signale in einem
spateren Kapitel mittels eigenen Scores gesondert betrachtet wird (s. Kapitel 4.1.6). Die
Ergebnisse sind in Tab. 40 dargestellt. Wie auch bei den anderen Tetraspaninen konnten

bei den GefalRen generell keine Unterschiede zwischen arteriellem und venésem Gefald
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bezlglich der Farbung festgestellt werden (nicht in Tab. 40 dargestellt).

Wahrend der Auswertung des Tetraspanins CD151 liel3 sich ein spezielles Farbemuster
im Bereich des Zellkerns beobachten. Auf3erdem fiel eine vergleichsweise starke
Farbung der Fibroblasten-ahnlichen Zellauslaufer auf. Teilweise waren bei den Gefal3en
auch das Endothel und die Adventitia starker gefarbt als die Media (vgl. Kapitel 3.10.1.3
und Abb. 9). Um dies genauer zu untersuchen und zu quantifizieren, wurden diese
Merkmale ebenfalls mittels des Scores zur Auswertung der IF-Farbungen ausgewertet
(s. Tab. 41). Betrachtet wurde dabei nur die gréfdte VergréRerung (400x).

Der Datensatz der Score-Ergebnisse zu Grund- und Spezialkategorien wurde graphisch
ausgewertet (s. Abb. 15). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
OA und RA innerhalb der einzelnen Kategorien.

Wurde das arithmetische Mittel der in die Kategorien eingeschlossenen Gewebe
betrachtet, zeigte sich im Mittel eine eher starke Farbung im gesamten Gewebe fir die
Areale lining layer, Gefal3e und sublining. Dabei wiesen die OA-Gewebe im lining layer
und die RA-Gewebe in lining layer sowie den Endothelzellen der Gefalie im Durchschnitt
einen etwas geringeren Score-Wert zwischen starker und mittelstarker Farbung auf.
Somit ergab sich ein geringer Unterschied zwischen OA- und RA-Gewebe bei
Endothelzellen. Infiltrate konnten auch bei CD151 sowohl bei OA- als auch bei RA-
Gewebe nur in wenigen Proben gefunden werden (n=2 und n=4).

Im Hinblick auf die Spezialkategorie des Farbemusters im Bereich der Zellkerne zeigte
sich ein solches als starke Farbung im gesamten Gewebe in Zellen von lining layer,
GefalRen und sublining. Eine durchschnittlich starke Farbung der Zellauslaufer von
Zellen des sublinings liel sich ebenfalls im gesamten Gewebe verzeichnen. Eine
verhaltnismagig verstarkte Farbung im Endothel der Gefal3e im Vergleich zu Media und
Adventitia betraf durchschnittlich nur etwa die Halfte der GefalRe im Gewebe. RA-

Gewebe zeigten hierbei eine etwas geringere Auspragung der Farbung als OA-Gewebe.
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Abb. 15: Durchschnittliche Score-Werte der Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien

far CD151

Dargestellt sind fiir jede Kategorie, welche bei der Immunfluoreszenz-Farbung unter Verwendung
des CD151-Antikdrpers bewertet wurde, die arithmetischen Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Score-Werte fur OA (blau) bzw. RA (rot). Die Anzahl der fir jede Kategorie
bewerteten Gewebe ist als Stichprobenumfang (n) dargestellt. Score-Werte sind definiert als
,Kategorie/ Areal nicht vorhanden® (-), ,keine Farbung/ nichtzutreffend“ (0), ,wenige Bereiche
oder einzelne Zellen gefarbt/ bei einzelnen Gefalken zutreffend “ (1), ,mittelstarke Farbung, die
mindestens die Halfte der Probe betrifft/ fir mindestens die Halfte der Gefale zutreffend” (2) und

»der Grof3teil der Probe ist mittel bis stark gefarbt/ fir den Grofteil der Gefalke zutreffend” (3).
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CD151-AK CD151-AK und Kernfarbung

Ubersicht
Gewebe

Lining
layer

.-
-
-
-

GefaR

Sublining

Abb. 16: Repréasentative Immunfluoreszenz-Farbung eines Gewebes fiir CD151 (Teil 1)
Die Abbildung zeigt ein Gewebe, welches das Ergebnis der Immunfluoreszenz-Farbung zum
Tetraspanin CD151 reprasentativ darstellt. Zellen des lining layer, der Gefal3e (s. Pfeile) und des
sublinings zeigen fir das gesamte Gewebe ein starkes Signal des CD151-Antikdrpers (rot
fluoreszierend). Zellkerne sind blau fluoreszierend.
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CD151-AK CD151-AK und Kernfarbung

Infiltrat
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Abb. 17: Repréasentative Immunfluoreszenz-Farbung eines Gewebes fur CD151 (Teil 2)

Dargestellt ist ein Infiltrat, welches ein starkes Signal des CD151-Antikdrpers (rot) sowie ein
auffalliges Farbemuster im Kern (blau) aller Zellen aufweist. Das auffallige Farbemuster im
Bereich der Zellkerne betrifft auBerdem sowohl Zellen in Endothel und Media / Adventitia von
Gefal3en, als auch Zellen des sublinings (mit Pfeilen markiert). Auch in Zellen des lining layers
l&sst sich eine solche Farbung beobachten (hier nicht dargestellt). Weiterhin gezeigt, ist die starke
Farbung von Zellauslaufern der Zellen im sublining, welche in ihrer Form an Fibroblasten erinnern
(s. Pfeile). Nicht reprasentativ fir das Gesamtergebnis der CD151-Immunfluoreszenz-Farbung,
aber in dem dargestellten Gewebe stark aufgepragt, ist eine verhaltnismafig verstarkte Farbung
des Endothels im Vergleich zu Media und Adventitia bei Gefa3en (beispielhaft mit Kreis markiert).
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Tab. 40: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Signale fiir CD151 in den Grundkategorien fir
alle OA- und RA-Gewebe

Score-Werte sind definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden* (-), ,keine
Farbung/nichtzutreffend (0), ,wenige Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt® (1), ,mittelstarke
Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft* (2) und ,der GroRteil der Probe ist mittel
bis stark gefarbt* (3).

OA358 Syn7
OA379 Syn5
OA382 Syn3
OA391 Syn4
OA393 Syn4
OA398 Syn4
0OA413 Syn3
OA415 Syn4
OA417 Syn4
OA418 Syn2
0OA419 Syn3
OA425 Syn4
OA476 Syn3
OABN93 Syn4
OABN95 Syn4
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1

RA375 Syn3
RA376 Syn2
RA382 Syn3
RA384 Syn4
RA385 Syn2
RA386 Syn4
RA389 Syn2
RA391 Syn3
RA397 Syn3
RA402 Syn4
RA406 Syn4
RA419 Syn2
RA421 Syn3
RA434 Syn4
RABN23 Syn3

WlWw w w

W |

N
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Tab. 41: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Signale fir CD151 in den Spezialkategorien
far alle OA- und RA-Gewebe

Score-Werte sind definiert als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden® (-), ,keine Farbung/
nichtzutreffend (0), ,wenige Bereiche oder einzelne Zellen gefarbt/ bei einzelnen Gefalen
zutreffend” (1), ,mittelstarke Farbung, die mindestens die Halfte der Probe betrifft/ fir mindestens
die Halfte der Gefalle zutreffend” (2) und ,der Grofiteil der Probe ist mittel bis stark gefarbt/ fur
den GroRteil der Gefalle zutreffend (3).

OA358 Syn7 2 3 3 3 3 3 3
OA379 Syn5 3 3 3 3 3 3 3
OA382 Syn3 2 3 3 3 - 3 3
0OA391 Syn4 3 3 3 3 - 3 3
0OA393 Syn4 3 3 3 2 - 1 3
OA398 Syn4 3 3 3 3 - 3 1
0OA413 Syn3 - 3 3 3 - 3 3
OA415 Syn4 3 3 3 3 - 3 1
OA417 Syn4 3 3 3 3 - 3 2
0OA418 Syn2 - 3 3 3 - 3 1
0OA419 Syn3 3 3 3 3 - 3 3
0OA425 Syn4 - 3 3 1 - 3 1
OA476 Syn3 3 3 3 3 - 3 3
OABN93

Syn4 - 0 0 0 - 3 0
OABN95

Syn4 2 2 2 2 - 3 3
RA375 Syn3 3 3 3 3 - 3 3
RA376 Syn2 3 3 3 3 - 3 3
RA382 Syn3 3 3 3 3 - 3 2
RA384 Syn4 3 3 3 3 3 3 3
RA385 Syn2 3 3 - 3 - 3 -
RA386 Syn4 3 3 3 3 - 3 2
RA389 Syn2 3 3 3 3 - 3 3
RA391 Syn3 3 3 3 3 - 3 2
RA397 Syn3 3 3 3 3 - 3 3
RA402 Syn4 - 3 3 3 - 3 0
RA406 Syn4 - 3 3 3 - 3 1
RA419 Syn2 3 3 3 3 3 3 0
RA421 Syn3 3 3 3 3 - 3 0
RA434 Syn4 3 3 3 3 3 3 0
RABN23

Syn3 0 3 3 3 3 3 1
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4.1.4 Etablierung zum Tetraspanin CD9

Wie bei den anderen Tetraspaninen ergab die zu Beginn der Etablierung durchgefihrte
Immunfluoreszenz-Farbung nach CD82-Protokoll (s. Kapitel 4.1.1) fir CD9
unspezifische Signale in der Isotypkontrolle sowie des polyklonalen Kaninchen-anti-
humanen CD9-Primar-AKs (biobyt), welche sich kaum vom Hintergrund abhoben. Fir
den CD9-AK wurden die Konzentrationen 1:100 und 1:500 verwendet, welche den
Empfehlungen des Herstellers entsprachen. Die Etablierung wurde auch fir CD9
zunachst mit einer Immunhistochemie fortgefiihrt. Das Basisprotokoll der IHC ist unter
Kapitel 3.2 beschrieben. Es wurde ein monoklonaler, Kaninchen-anti-humaner Isotyp
(abcam), der CD9-AK (1:150 in PBS) sowie der polyklonale, Ziege-anti-Kaninchen-
Sekundar-AK (BD Pharmingen, 1:200 in PBS) verwendet. Bereits nach einer
Entwicklungszeit von zwei Minuten zeigten sich unspezifische Signale in der
Negativkontrolle und Isotypkontrolle, aber auch ein Signal des CD9-AKs. Aufgrund des
nicht optimalen Blockings und einer moglichen Problematik im sekundaren
Nachweissystem wurden verschiedene Variablen Uberpruft, die in Tab. 42

zusammengestellt wurden.
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Tab. 42: Getestete Varianten des Immunhistochemie-Protokolls fiir CD9
(NK (Negativkontrolle), Iso (Isotypkontrolle), AK (CD9-Antikorper))

Blocken CD9-AK Gewebe 'Ent— Ergebnis Signal
wicklung
2% BSA | 1:150in PBS RA 2 min NES, 562 UNEEeaiizs)
AK: spezifisches Signal
5 % Serum ] . . Iso: zellulares Signal, stark
Ziege 1:1501n PBS RA 3 min AK: schwaches Signal
5% . . . Iso: zellulares Signal, stark
Milchpulver L0 ) (HES b il AK: nicht-zellulares Signal
5% 1:150in RA 4 min Iso: zellulares Signal, stark
Milchpulver | 5 % Milchpulver AK: kaum Signal
10% BSA | 1:150 in PBS OA 3 min Iso: zelluléres Signal, stark
AK: starkes Signal
5%BSA | 1:150in5% BSA | OA 2 min Iso: unspezifische Signale
AK: starkes Signal
5%BSA | 1:150 in PBS OA 2 min aon ZelMEEE el s
AK: starke Signale
5%BSA | 1:300in PBS OA 2 min Iso: kaum Signal
AK: baunes Signal
10%BSA | 1:150in 10 % BSA | OA 2 min el SEEs Sl
AK: starkes Signal
10%BSA | 1:150in5% BSA | OA 2 min Iso: starkes Signal
AK: braunes Signal
5 % BSA . . & . Iso: sehr starkes Signal
U/N 4 °C Lo b B O ol AK: starkes Signal
10 % BSA . . o . Iso: starkes Signal
O/N 4 °C 1:150in 5 % BSA OA 4 min AK: Signal
5%BSA | 1:300in5%BSA | RA 2 min 00 SEEs Sl
AK: braunes Signal
10% BSA | 1:300 in PBS RA 2 min Is0: zelluléres Signal, stark
AK: variabel Signal
. . Iso: schwach zellular
0 .
5% BSA 1:600 in PBS RA 3 min AK: Signal nur im LL
5%BSA | 1:600in5%BSA | RA 2 min Iso: zelluldres Signal, stark
AK: Signal im LL
10%BSA | 1:600in PBS RA 3 min 5100 Sl ZellLlr
AK: kaum Signal
. Lunge . Iso: schwach / stark
0 . 1
5% BSA 1:1501in PBS Colon 2 min AK: braun / schwach
5%BSA | 1:150in PBS OA 2 min 00 S MEE e Sl
AK: schwaches Signal
. . Iso: schwaches Signal
0 .
5% BSA 1:1501in PBS RA 2 min AK: leicht starkeres Signal
5%BSA | 1:150 in PBS COWM, | o oy | SEE SEACE RMIEETE
Niere AK: einzelne Signale
5% . . . Iso: leichtes/kein Signal
Milchpulver 1:900in PBS OA 10'min AK: keins/unspezifisch
5% . . . Iso: kein Signal
Milchpulver OO FES RA sl AK: kein/leichtes Signal
5% . . . Iso: stark / leicht
Milchpulver 1:900in PBS OA, RA 30 min AK: unspezifisch / keins
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Es ergab sich dabei die Problematik, dass kein klares Signal des CD9-AKs erkennbar
war und sich starke Signale in der Isotypkontrolle zeigten. Auch Kontrollgewebe (Lunge
und Dickdarm), auf denen eine Expression von CD9 bereits nachgewiesen wurde,
zeigten nur unspezifische Signale. Aufgrund der parallelen, erfolgreichen Etablierung der
Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 wurde die Etablierung fir CD9 im Rahmen dieser
Dissertation nicht fortgefiihrt. Die beste Etablierungsvariante fiir die IHC von CD9 ist in
Abb. 18 gezeigt.

HE Negativkontrolle
o
5% BSA-
Block v 300 um 300 um
AK- in Isotypkontrolle | CD9-AK
PBS
300 um 300 um

Abb. 18: Bilder der besten Etablierungsvariante fur die CD9-Immunhistochemie

Gezeigt sind Bilder der Immunhistochemie-Etablierungsvariante mit einem 5% BSA-Block und
dem Losen der Antikérper in PBS. Eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung stellt die Struktur des
Gewebes dar. Wahrend die Negativkontrolle kein Signal zeigt, finden sich bei der Isotypkontrolle
und dem CD9-Antikoérper &hnliche Signale (rot), welche vergleichsweise beim CD9-Antikdrper
kaum starker ausgepragt sind. Zellen in lining layer, GeféaRen und sublining sind auch in der
Isotypkontrolle signalgebend.
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4.1.5 Doppel-Immunfluoreszenz von CD81 und CD151

4.1.5.1 Etablierung der Doppel-Immunfluoreszenz

Zum Veranschaulichen der Lagebeziehung verschiedener Tetraspanine zueinander
wurde eine Doppel-IF-Farbung geplant. Besonders bei CD81 und CD151 liel3 sich bei
der Auswertung eine unterschiedliche Lokalisation beobachten. Die Antikérper beider
Tetraspanine wurden in unterschiedlichen Spezies generiert, sodass die jeweiligen
etablierten Protokolle sich vereinbaren lieBen und unterschiedlich fluoreszierende
Sekundar-AK in rot und grin verwendet werden konnten. Die Protokolle der IF-
Farbungen wurden kombiniert und eine Doppel-IF mit Blocken mittels 5 % Milchpulver
oder 5 % BSA, der monoklonalen, in Maus generierten, anti-humanen Isotypkontrolle
(BD, Pharmingen, 1:250 in PBS) oder der polyklonalen, in Kaninchen generierten, anti-
humanen Isotypkontrolle (biorbyt, 1:900 in PBS), dem monoklonalen, in Maus
generierten, anti-humanen CD81-Primar-AK (abcam, 1:1000 in PBS) oder dem
polyklonalen, in Kaninchen generierten, anti-humanen CD151-Primar-AK (biorbyt, 1:450
in PBS) sowie den polyklonalen Sekundarantikbrpern Alexa Fluor 488 (ThermoFisher, in
Ziege generiert, Anti-Maus, 1:500 in PBS) und Cy3 (Jackson-ImmunoResearch, in Ziege
generiert, Anti-Kaninchen, 1:250 in PBS) durchgefihrt. Das Basisprotokoll der Doppel-
IF ist unter Kapitel 3.4 beschrieben. Fur die beiden Block-Varianten wurden
unterschiedliche Gewebeproben verwendet. Jeweils drei OA- und drei RA-Gewebe
wurden pro Block-Variante gefarbt und jeweils eine Negativ- und Isotypkontrolle
mitgeflhrt und gemeinsam in einem Doppel-IF-Durchlauf angesetzt. Beide Varianten
zeigten gute Signale sowie negative Kontrollen, sodass beide Protokoll-Varianten zur
Auswertung hinzugezogen wurden. Mittels Mikroskops und digitaler Kamera wurden die

Gewebeschnitte in verschiedenen VergréRerungen fotografisch dokumentiert.

4.1.5.2 Auswertung der Doppel-Immunfluoreszenzsignale von CD81 und CD151
Fur die Auswertung der Doppel-IF-Farbung von CD81 und CD151 wurden die
dokumentierten Aufnahmen der Schnitte anhand des in den Methoden beschriebenen
Scores zur Auswertung der Doppel-IF (s. Kapitel 3.10.1.4) und den dazugehdrigen
Umgebungsbedingungen ausgewertet (s. Tab. 43).

Fur die Gruppen OA bzw. RA wurden jeweils zwei verschiedene Block-Varianten mit
einer Stichprobenmenge von jeweils drei Gewebeproben verwendet. Um
auszuschlieRen, dass die verschiedenen Block-Varianten einen Einfluss auf das
Ergebnis bzw. die Auswertung der Immunfluoreszenz nahmen, wurden alle Gewebe in

einem IF-Durchlauf gefarbt und fiir jede Block Variante sowohl die Negativ- als auch die
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Isotypkontrolle mitgefuhrt. In den jeweiligen Kontrollen lieBen sich fir die Block-
Ldsungen 5 % BSA und 5 % Milchpulver keine Unterschiede feststellen. Somit wurden
beide Block-Varianten in der Gruppe OA oder RA zusammengefuhrt und graphisch
ausgewertet (s. Abb. 19 bis Abb. 21). Reprasentative Bilder sind in Abb. 22 dargestellt.

Im Bereich der Zellkerne des lining layers konnte bei 80 % der OA-Gewebe ein Signal
des CD151-AKs beobachtet werden. 20 % der Zellkerne zeigten kein Signal. Ein Signal
des CD81-AKs konnte bei diesen OA-Geweben nicht gefunden werden. Bei RA-Gewebe
wiesen dagegen 33 % der Zellkerne im lining layer ein Signal beider Tetraspanine auf,
50 % zeigten nur ein Signhal des CD151-AKs und 17 % kein Signal. Wurde der
zytoplasmatische Bereich der Zellen im lining layer betrachtet, ergaben sich bei allen
OA-Geweben Signale beider Tetraspanine. Dies betraf fr die RA-Gewebe einen Anteil
von 80 %, wahrend 20 % der Zellen nur Sighale vom CD81-AK aufwiesen (s. Abb. 19).

6
2 5
8
E 4 . 3
3
g 3 —180% |-
S 100%
S 2 33% — —
N
1
17%
0
OA | RA | OA | RA
Zellkerne | Zytoplasma |
Lining layer |

@mehr CD151 (rotes Signal)
OCD81+CD151 (orange/gelb-grin)
Bmehr CD81 (griines Signal)
Okein Signal

Abb. 19: Ergebnis der Expressionsverteilung fur die Antikérper-Signale bei der Doppel-
Immunfluoreszenz von CD81 und CD151 in der Kategorie lining layer

Als Anteil am Stichprobenumfang (Datenbeschriftung in Prozent) dargestellt ist die Anzahl der
Gewebeproben, welche bei der Doppel-lmmunfluoreszenz  die  entsprechende
Expressionsverteilung der beiden Antikdrper gegen CD81 und CD151 aufwiesen (kein Signal,
mehr CD81, CD81+CD151 oder mehr CD151). Einzeln betrachtet wurden die Zellbereiche
Zellkern und Zytoplasma. Dabei wurden Signale beurteilt, die sich auf die entsprechenden
Bereiche projizieren. Eine eindeutige Zuordnung zu diesen Zellarealen ist jedoch aufgrund der
Zweidimensionalitat der Bilddokumentation der histologischen Methode nicht gewéhrleistet. Jede
Unterkategorie ist nochmals in die Gruppen OA und RA unterteilt.
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Im Bereich der Gefal3e ergab sich fur die Zellkerne der Endothelzellen eine Verteilung
von 67 % der OA-Gewebe mit Signal vom CD151-AK, 17 % mit CD81- und CD151-
Signal und 17 % ohne Signal. RA-Gewebe wiesen ausschliefllich Signale vom CD151-
AK auf. Im zytoplasmatischen Bereich lie3 sich sowohl bei OA- als auch bei RA-
Geweben ein Anteil von 83 % mit CD81-Signal sowie ein Anteil von 17 % mit dem Signal
beider Tetraspanine verzeichnen. Wurden die Media und Adventitia der Gefalle
betrachtet, zeigten Zellkerne von 83 % der OA-Gewebe ein Signal des CD151-AKs und
17 % kein Signal. Bei RA-Geweben wurde ausschliedlich ein CD151-Signal der
Zellkerne beobachtet. Im zytoplasmatischen Bereich der Zellen liel3 sich bei allen OA-
Geweben ein Signal des CD81-AKs finden. Bei RA-Geweben betrug dieser Anteil 83 %.
17 % der RA-Gewebe wiesen ein Signal beider Tetraspanine auf (s. Abb. 20).

Stichprobenumfang
w

2
17% I
1
0
OA | RA OA RA
Zellkerne | Zytoplasma | Zellkerne | Zytoplasma
Endothelzellen Media, Adventitia
Gefalle
Okein Signal @mehr CD81 (griines Signal)

OCD81+CD151 (orange/gelb-grin) @mehr CD151 (rotes Signal)

Abb. 20: Ergebnis der Expressionsverteilung fur die Antikérper-Signale bei der Doppel-
Immunfluoreszenz von CD81 und CD151 in den GefélRen

Als Anteil am Stichprobenumfang (Datenbeschriftung in Prozent, gerundet) dargestellt ist die
Anzahl der Gewebeproben, welche bei der Doppel-Immunfluoreszenz die entsprechende
Expressionsverteilung der beiden Antikdrper gegen CD81 und CD151 aufwiesen (kein Signal,
mehr CD81, CD81+CD151 oder mehr CD151). Einzeln betrachtet wurden die Zellbereiche
Zellkern und Zytoplasma. Dabei wurden Signale beurteilt, die sich auf die entsprechenden
Bereiche projizieren. Eine eindeutige Zuordnung zu diesen Zellarealen ist jedoch aufgrund der
Zweidimensionalitat der Bilddokumentation der histologischen Methode nicht gewéhrleistet. Jede
Unterkategorie ist nochmals in die Gruppen OA und RA unterteilt.
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Im Bereich des sublinings zeigte sich in den Zellkernen bei 50 % der OA-Gewebe ein
Signal des CD151-AKs. 33 % der OA-Gewebe lieRen Signale von beiden Tetraspaninen
und 17 % kein Signal erkennen. Auch 50 % der RA-Gewebe wiesen ein Signal des
CD151-AKs auf, wahrend sich bei der anderen Halfte der RA-Gewebe Signale beider
Tetraspanine fanden. Wurde der zytoplasmatische Bereich der Zellen betrachtet, wurde
bei allen OA- und RA-Gewebe ausschlief3lich ein Signal des CD81-AKs beobachtet. Die
im sublining auffallenden Zellauslaufer, welche denen von Fibroblasten @hneln, zeigten
bei 83 % der OA-Gewebe Signale beider Tetraspanine sowie bei 17 % nur Signale des
CD151-AKs. Bei allen RA-Geweben ergaben sich sowohl CD81- als auch CD151-
Signale (s. Abb. 21).

100% |

Stichprobenumfang

OA RA | | OA RA

Zellkerne Zytoplasma FB-a&hnliche
Zellauslaufer
Sublining
Okein Signal Bmehr CD81 (grines Signal)

OCD81+CD151 (orange/gelb-griin)@mehr CD151 (rotes Signal)

Abb. 21: Ergebnis der Expressionsverteilung fur die Antikérper-Signale bei der Doppel-
Immunfluoreszenz von CD81 und CD151 im sublining

Als Anteil am Stichprobenumfang (Datenbeschriftung in Prozent) dargestellt ist die Anzahl der
Gewebeproben, welche bei der Doppel-lmmunfluoreszenz  die  entsprechende
Expressionsverteilung der beiden Antikdrper gegen CD81 und CD151 aufwiesen (kein Signal,
mehr CD81, CD81+CD151 oder mehr CD151). Einzeln betrachtet wurden die Zellbereiche
Zellkern, Zytoplasma und Fibroblasten (FB)-ahnlichen Zellauslaufer. Dabei wurden Signale
beurteilt, die sich auf die entsprechenden Bereiche projizieren. Eine eindeutige Zuordnung zu
diesen Zellarealen ist jedoch aufgrund der Zweidimensionalitdt der Bilddokumentation der
histologischen Methode nicht gewahrleistet. Jede Unterkategorie ist nochmals in die Gruppen OA
und RA unterteilt.
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Die Daten der Doppel-IF wurden im Hinblick auf eine mdglicherweise vorliegende

Tendenz untersucht. Auf eine weitere statistische Analyse wurde aufgrund des kleinen

Stichprobenumfangs verzichtet.

Lining layer und sublining
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CD81-AK
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Abb. 22: Repréasentative Doppel-IF-Farbung eines Gewebes fir CD81/CD151

Die Abbildung zeigt ein Gewebe, welches das Ergebnis der Doppel-IF-Farbung fir die
Tetraspanine CD81 (griines Signal) und CD151 (rotes Signal) reprasentativ darstellt. Zellen des
lining layer, der Geféal3e (s. Pfeile) und des sublinings zeigen fur das gesamte Gewebe eine starke
Farbung. Auffallend ist das Signal des CD81-Antikdrpers sowohl in den Schichten des lining
layers, als auch in Media/Adventitia der Gefal3e. CD151-Signal ist besonders in Endothelzellen
und Zellen des sublinings mit ihren Zellauslaufern hervorstechend. Auch die isolierten Signale (s.
Pfeil) im Bereich der Zellkerne (blau) durch den CD151-Antikérper heben sich hervor.
Uberlagerungen beider Antikérper-Signale erscheinen griin-gelb bis orange.
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Tab. 43: Score-Werte der CD81- und CD151-Signale in der Doppel-Immunfluoreszenz

Fur die jeweiligen Gewebeproben wurden die zugewiesenen Score-Werte der verschiedenen
Kategorien dargestellt. Definiert wurden die Score-Werte als ,Kategorie/ Areal nicht vorhanden®
(-), ,keine Farbung vorhanden® (0), ,hauptsachlich CD81 exprimiert (grines Signal)“ (1), ,CD81
und CD151 in gleichem Ausmalfd exprimiert (orange/gelb-griines Signal)“ (2) und ,hauptsachlich
CD151 exprimiert (rotes Signal)“ (3). Die verwendete Block-L&sung wurde notiert.

OA415 Synd | 5 % Milchpulver - - 3 1 3 1
OA417 Synd | 5 % Milchpulver 3 2 3 1 3 1
OA418 Syn2 5 % BSA 3 2 2 1 3 1
OA419 Syn3 | 5 % Milchpulver 3 2 3 1 3 1
OABN93 Syn4 5 % BSA 0 2 0 2 0 1
OABN©95 Syn4 5 % BSA 3 2 3 1 3 1
RA376 Syn2 5 % Milchpulver 3 2 3 1 3 1
RA386 Syn4 5 % Milchpulver 2 2 3 1 3 2
RA389 Syn2 5 % BSA 3 1 3 2 3 1
RA391 Syn3 5 % Milchpulver - - 3 1 3 1
RA397 Syn3 5 % BSA 3 2 3 1 3 1
RA402 Syn4 5 % BSA 2 3 1 3 1
OA415 Syn4 | 5 % Milchpulver 3 1 2
OA417 Synd | 5 % Milchpulver 3 1 2
OA418 Syn2 5 % BSA 2 1 2
OA419 Syn3 5 % Milchpulver 2 1 2
OABN93 Syn4 5 % BSA 0 1 3
OABN95 Syn4 5 % BSA 3 1 2
RA376 Syn2 5 % Milchpulver 3 1 2
RA386 Syn4 5 % Milchpulver 2 1 2
RA389 Syn2 5 % BSA 3 1 2
RA391 Syn3 5 % Milchpulver 2 1 2
RA397 Syn3 5 % BSA 2 1 2
RA402 Syn4 5 % BSA 3 1 2
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4.1.6 Auswertung der Farbintensitat

Fur die Auswertung der Farbintensitat von Zellen im sublining wurden die Zellen den drei
Kategorien negativ, schwach positiv und stark positiv gefarbt zugeteilt. Dafiir wurden die
im Rahmen der IF-Farbungen der Tetraspanine CD63, CD81 und CD151
dokumentierten Aufnahmen der Schnitte anhand des in den Methoden beschriebenen
Scores zur Auswertung der Farbintensitait und den  dazugehérigen
Umgebungsbedingungen (s. Kapitel 3.10.1.5) ausgewertet. Die Ergebnisse der
jeweiligen Tetraspanine sind in den Tab. 45 bis Tab. 47 dargestellt.

Der Datensatz der Score-Ergebnisse wurde graphisch ausgewertet (s. Abb. 23 bis Abb.
25). Die Anzahl von Zellen mit fehlender Farbung fiel bei allen Tetraspaninen gering aus,
sodass diese Kategorie nicht dargestellt wurde.

Bei der statistischen Auswertung des Tetraspanins CD63 ergab sich fir die OA-Gewebe
kein signifikanter Unterschied zwischen stark und schwach positiv gefarbten Zellen
(p=0,641). In der Gruppe der RA-Gewebe zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied
(p<0,001). So lag der Anteil stark positiv gefarbter Zellen bei RA-Gewebe
durchschnittlich bei 75,3 %, wéhrend der Anteil schwach gefarbter Zellen im Mittel bei
23,4 % lag.
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Abb. 23: Durchschnittliche Anteile der im Rahmen der CD63-Immunfluoreszenz im
sublining stark und schwach positiv geféarbten Zellen an der Gesamtzellzahl in OA- und
RA-Gewebe

Es wurden die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen der Anteile fiir CD63 stark
und schwach positiv gefarbter Zellen an der Gesamtzellzahl fir OA- bzw. RA-Gewebe berechnet.
und ein multipler Vergleichstest nach Sidak durchgefiihrt. Die Stichproben sind auf dem
Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant unterschiedlich.
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Die Resultate fur das Tetraspanin CD81 zeigten einen hochsignifikanten Unterschied
zwischen stark und schwach positiven Zellen fur die OA-Gruppe (p<0,001). Der Anteil
stark positiv gefarbter Zellen belief sich durchschnittlich auf 60,8 %. Der Anteil schwach
positiv gefarbter Zellen betrug im Mittel 36,9 %. Fur die RA-Gruppe ergab sich ein
schwach signifikanter Unterschied bei durchschnittlich 39,6 % stark positiver und 56,8 %
schwach positiver Zellen (p=0,016).
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Abb. 24: Durchschnittliche Anteile der im Rahmen der CD81-Immunfluoreszenz im
sublining stark und schwach positiv gefarbten Zellen an der Gesamtzellzahl in OA- und
RA-Gewebe

Es wurden die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen der Anteile fir CD81 stark
und schwach positiv gefarbter Zellen an der Gesamtzellzahl fir OA- bzw. RA-Gewebe berechnet.
und ein multipler Vergleichstest nach Sidak durchgefiihrt. Die Stichproben sind auf dem
Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant unterschiedlich.
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Eine Testung der Daten von CD151 ergab sowohl fiir die Gruppe der OAs als auch fur
die Gruppe der RA einen hohen signifikanten Unterschied zwischen stark und schwach
positiven Zellen fur beide Gruppen (<0,001). Fiir OA-Gewebe liel3 sich im Mittel ein Anteil
von 78,1 % stark gefarbter sowie 20,5 % schwach gefarbter Zellen beobachten. Bei RA-
Gewebe belief sich der Anteil stark positiver Zellen durchschnittlich auf 83,0 %, wéahrend

im Mittel 15,7 % der Zellen eine schwach positive Farbung aufwiesen.
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Abb. 25: Durchschnittliche Anteile der im Rahmen der CD151-Immunfluoreszenz im
sublining stark und schwach positiv gefarbten Zellen an der Gesamtzellzahl in OA- und
RA-Gewebe

Es wurden die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen der Anteile fir CD151
stark und schwach positiv gefarbter Zellen an der Gesamtzellzahl fir OA- bzw. RA-Gewebe
berechnet. und ein multipler Vergleichstest nach Sidak durchgefiihrt. Die Stichproben sind auf
dem Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant unterschiedlich.
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Weiterhin wurde ein multipler Vergleichstest fir jedes Tetraspanin durchgefiihrt, welcher
die Gruppen der schwach bzw. stark positiv gefarbten Zellen in OA- bzw. RA-Gewebe

miteinander auf signifikante Unterschiede testete (Tab. 44).

Tab. 44: Ergebnisse multipler Vergleichstests fir schwach bzw. stark positiv gefarbter
Zellen im sublining der OA- bzw. RA-Gewebe fiir die Tetraspanine CD63, CD81 und CD151
Es wurde ein Signifikanz-Test nach Tukey fir die Farbintensitats-Kategorien der OA und RA
durchgefiihrt. Die Stichproben sind auf dem Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***)
signifikant unterschiedlich.

Vergleichspaare | p-Wert
CD63
OA: stark positiv vs. OA: schwach positiv 0,832
OA: stark positiv vs. RA: stark positiv 0,001**
OA: stark positiv vs. RA: schwach positiv <0,001***
OA: schwach positiv vs. RA: stark positiv <0,001***
OA: schwach positiv vs. RA: schwach positiv 0,001**
RA: stark positiv vs. RA: schwach positiv <0,001***
CD81
OA: stark positiv vs. OA: schwach positiv 0,002**
OA: stark positiv vs. RA: stark positiv 0,007**
OA: stark positiv vs. RA: schwach positiv 0,919
OA: schwach positiv vs. RA: stark positiv 0,974
OA: schwach positiv vs. RA: schwach positiv 0,013*
RA: stark positiv vs. RA: schwach positiv 0,039*
CD151
OA: stark positiv vs. OA: schwach positiv <0,001***
OA: stark positiv vs. RA: stark positiv 0,762
OA: stark positiv vs. RA: schwach positiv <0,001***
OA: schwach positiv vs. RA: stark positiv <0,001***
OA: schwach positiv vs. RA: schwach positiv 0,772
RA: stark positiv vs. RA: schwach positiv <0,001***

Fur CD63 zeigten sich die Gruppen OA: stark positiv vs. RA: schwach positiv, OA:
schwach positiv vs. RA: stark positiv sowie RA: stark positiv vs. RA: schwach positiv
signifikant unterschiedlich auf einem Niveau von p=0.001. Die Gruppen OA: stark positiv
vs. RA: stark positiv und OA: schwach positiv vs. RA: schwach positiv ergaben einen
signifikanten Unterschied (p=0,01).

Bei CD81 liel3en sich signifikante Unterschiede mit p=0,01 fur die Gruppen OA: stark
positiv vs. OA: schwach positiv und OA: stark positiv vs. RA: stark positiv sowie
signifikante Unterschiede mit p=0,05 fur OA: schwach positiv vs. RA: schwach positiv
und RA: stark positiv vs. RA: schwach positiv verzeichnen.

Fur das Tetraspanin CD151 wurden signifikante Unterschiede mit p=0,001 fur die
Gruppen OA: stark positiv vs. OA: schwach positiv, OA: stark positiv vs. RA: schwach
positiv, OA: schwach positiv vs. RA: stark positiv und RA: stark positiv vs. RA: schwach

positiv gefunden.
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Tab. 45: Score-Mittelwerte der Immunfluoreszenz-Farbintensitat zu CD63 von Zellen im
sublining fur alle OA und RA

Arithmetische Mittelwerte aus den Score-Werten der drei verschiedenen Scorer zu jeder
Auswertungskategorie, welche fir jedes OA- oder RA-Gewebe einzeln berechnet wurden.

OA358 Syn7 5 20,33 16,00 79% 4,33 21% 0,00
OA379 Syn5 3 52,33 25,67 55% 26,67 45% 0,00
OA382 Syn3 3 97,33 87,67 91% 9,67 9% 0,00
OA391 Syn4 5 49,67 31,00 66% 18,67 34% 0,00
OA393 Syn4 4 36,67 3,33 9% 33,00 90% 0,33
OA398 Syn4 2 51,00 21,67 44% 27,67 53% 1,67
OA413 Syn3 3 47,00 24,00 50% 22,67 49% 0,33
OA415 Syn4 1 73,00 42,00 57% 30,67 43% 0,33
OA417 Syn4 1 67,00 39,00 S7% 27,33 42% 0,67
OA418 Syn2 3 65,00 39,67 61% 25,00 39% 0,33
OA419 Syn3 2 74,00 29,33 39% 43,33 59% 1,33
OA425 Syn4 3 31,67 11,67 37% 19,67 62% 0,33
OA476 Syn3 1 63,00 29,67 44% 32,33 54% 1,00
OABN93 Syn4 3 42,00 19,33 45% 22,00 53% 0,67
OABN95 Syn4 2 70,67 33,67 46% 36,00 52% 1,00
RA375 Syn3 1 46,67 17,67 37% 22,67 49% 6,33
RA376 Syn2 5 35,00 31,00 88% 3,33 10% 0,67
RA382 Syn3 2 33,67 28,67 86% 5,00 14% 0,00
RA384 Syn4 3 128,00 | 105,33 81% 22,67 19% 0,00
RA385 Syn2 2 73,67 55,67 73% 18,00 27% 0,00
RA386 Syn4 1 74,67 59,67 78% 15,00 22% 0,00
RA389 Syn2 3 43,67 27,67 60% 16,00 40% 0,00
RA391 Syn3 1 73,33 52,00 73% 21,33 27% 0,00
RA397 Syn3 3 46,00 39,67 84% 6,33 16% 0,00
RA402 Syn4 2 36,33 28,00 75% 8,00 24% 0,33
RA406 Syn4 3 101,33 67,00 66% 33,67 34% 0,67
RA419 Syn2 3 92,67 91,33 93% 1,33 % 0,00
RA421 Syn3 4 38,67 35,67 93% 3,00 % 0,00
RA434 Syn4 2 110,00 75,00 70% 34,33 29% 0,67
RABN23 Syn3 4 106,00 76,67 73% 28,33 26% 1,33
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Tab. 46: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Farbintensitdt zu CD81 von Zellen im
sublining fur alle OA und RA

Arithmetische Mittelwerte aus den Score-Werten der drei verschiedenen Scorer zu jeder
Auswertungskategorie, welche fir jedes OA- oder RA-Gewebe einzeln berechnet wurden.

OA358 Syn7 5 33 27 82% 4 12% 2
OA379 Syn5 2 30 16 53% 13 43% 1
OA382 Syn3 2 48 30 63% 18 38% 0
OA391 Syn4 5 56 31 55% 24 43% 1
OA393 Syn4 2 18 14 78% 4 22% 0
OA398 Syn4 6 63 29 46% 33 52% 1
OA413 Syn3 1 23 14 61% 9 39% 0
OA415 Syn4 2 45 34 76% 11 24% 0
OA417 Syn4 1 30 17 57% 12 40% 1
OA418 Syn2 2 54 33 61% 18 33% 3
OA419 Syn3 2 47 33 70% 14 30% 0
OA425 Syn4 2 51 24 47% 26 51% 1
OA476 Syn3 4 41 21 51% 19 46% 1
OABN93 Syn4 3 90 46 51% 38 42% 6
OABN95 Syn4 3 109 66 61% 43 39% 0
RA375 Syn3 4 69 21 30% 45 65% 3
RA376 Syn2 1 54 41 76% 11 20% 2
RA382 Syn3 3 35 15 43% 19 54% 1
RA384 Syn4 2 65 30 46% 33 51% 2
RA385 Syn2 2 47 21 45% 26 55% 0
RA386 Syn4 3 114 18 16% 96 84% 0
RA389 Syn2 2 43 28 65% 15 35% 0
RA391 Syn3 2 46 21 46% 24 52% 1
RA397 Syn3 6 37 15 41% 20 54% 2
RA402 Syn4 1 36 14 39% 22 61% 0
RA406 Syn4 1 42 4 10% 33 79% 5
RA419 Syn2 2 35 4 11% 30 86% 1
RA421 Syn3 3 29 23 79% 4 14% 2
RA434 Syn4 3 57 17 30% 37 65% 3
RABN23 Syn3 3 52 9 17% 40 77% 3
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Tab. 47: Score-Werte der Immunfluoreszenz-Farbintensitat zu CD151 von Zellen im
sublining fur alle OA und RA

Arithmetische Mittelwerte aus den Score-Werten der drei verschiedenen Scorer zu jeder
Auswertungskategorie, welche fir jedes OA- oder RA-Gewebe einzeln berechnet wurden.

OA358 Syn7 1 109 94 86% 15 14% 0
OA379 Syn5 3 71 58 82% 12 17% 1
OA382 Syn3 2 64 52 81% 12 19% 0
OA391 Syn4 4 44 38 86% 6 14% 0
OA393 Syn4 5 24 16 67% 8 33% 0
OA398 Syn4 3 33 29 88% 3 9% 1
OA413 Syn3 3 70 56 80% 14 20% 0
OA415 Syn4 4 83 76 92% 7 8% 0
OA417 Syn4 1 60 41 68% 18 30% 1
OA418 Syn2 1 42 33 79% 9 21% 0
OA419 Syn3 3 52 41 79% 11 21% 0
OA425 Syn4 2 34 13 38% 20 59% 1
OA476 Syn3 3 43 37 86% 4 9% 2
OABN93 Syn4 2 38 27 71% 9 24% 2
OABN95 Syn4 3 77 68 88% 8 10% 1
RA375 Syn3 4 56 40 71% 16 29% 0
RA376 Syn2 2 71 68 96% 3 4% 0
RA382 Syn3 3 79 77 97% 1 1% 1
RA384 Syn4 3 109 98 90% 9 8% 2
RA385 Syn2 2 52 45 87% 7 13% 0
RA386 Syn4 3 191 159 83% 29 15% 3
RA389 Syn2 3 151 117 7% 29 19% 5
RA391 Syn3 3 95 85 89% 10 11% 0
RA397 Syn3 5 111 107 96% 4 4% 0
RA402 Syn4 2 59 48 81% 11 19% 0
RA406 Syn4 2 46 21 46% 24 52% 1
RA419 Syn2 4 - - - - - -
RA421 Syn3 1 - - - - - -
RA434 Syn4 2 43 35 81% 8 19% 0
RABN23 Syn3 8 78 66 85% 8 10% 4

4.1.7 Auswertung der Korrelationsanalysen

Die klinischen Daten der Patienten, deren Gewebe im Rahmen der IF-Farbungen zu
jedem einzelnen Tetraspanin ausgewertet wurden, wurden auf moglicherweise
bestehende Korrelationen in den Ergebnissen zu den Beurteilungskategorien der IF-
Farbungen untersucht. Es wurden Korrelationsanalysen, wie im Methodenteil
beschrieben (s. Kapitel 3.11.1.2), durchgefihrt. Ebenfalls wurden die Ergebnisse der
verschiedenen Tetraspanine im Vergleich auf mogliche Korrelationen gepruift. Da sich in

vorherigen statistischen Analysen keine signifikanten Unterschiede zwischen den OA-
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und RA-Gruppen der einzelnen Tetraspanine zeigten, wurden die OA- und RA-
Gewebeproben fir diese statistische Analyse, wenn nicht anders angegeben,
zusammengefihrt. Ergaben Korrelationen zwischen zwei Bewertungskategorien eine
Signifikanz (s. Tab. 48), wurden sie graphisch dargestellt (s. Abb. 26 bis Abb. 29).

Tab. 48: Als signifikant berechnete Korrelationen zwischen Immunfluoreszenz-
Auswertungskategorien

Es wurde ein multipler Korrelationstest nach Spearman fur Kategorien der Immunfluoreszenz-
Auswertung durchgefuhrt. Hierfir wurden die Gewebeproben der OA- und RA-Gruppe
zusammengefihrt. Angegeben sind Stichprobenumfang und Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman. Die Stichproben sind auf dem Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***)
signifikant. (Kern (Kernmuster), FB (Fibroblasten), EZ (Endothelzellen), LL (lining layer)).

Korrelationen | n | rs-Wert
CD63
Zellen des sublinings vs. EZ 29 0,46*
Kernmuster LL vs. Kernmuster EZ 18 0,62**
Kernmuster LL vs. Kernmuster Media/Adventitia 17 0,65*
Kernmuster LL vs. Antiphlogistika 17 0,62**
Kernmuster EZ vs. Antiphlogistika 26 0,40*
Kernmuster EZ vs. Alter bei Gewebeentnahme 28 0,41*
CD81
Zellen des sublinings vs. LL | 30 | 0,45*
CD151
Kernmuster LL vs. Kernmuster EZ 24 0,44*
Kernmuster LL vs. Kernmuster Media/Adventitia 23 0,44*
Kernmuster EZ vs. Kernmuster Media/Adventitia 29 1,00%**
Kernmuster Zellen sublining vs. Zellauslaufer sublining 30 0,44*
Kernmuster Zellen sublining vs. Antiphlogistika 27 0,45*
starke Farbung Endothel vs. Entnahmedatum 29 -0,49**
Vergleich der Tetraspanine
CD63 vs. CD81 (OA und RA) 5 0,97*
CD63 vs. CD151 (nur OA) 10 0,72*

Fur die Ergebnisse der Immunfluoreszenz von CD63 wurden sechs Korrelationen
definiert (s. Abb. 26). Bei allen Korrelationen konnte eine positive Steigung der

Regressionsgeraden mit rs zwischen 0,40 und 0,65 ermittelt werden.
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Abb. 26: Als signifikant berechnete Korrelationen zwischen Immunfluoreszenz-
Auswertungskategorien fur CD63

Es wurde ein multipler Korrelationstest nach Spearman fiur Kategorien der Immunfluoreszenz-
Auswertung durchgeftihrt. Hierfir wurden die Gewebeproben der OA- und RA-Gruppe
zusammengefihrt. Bis auf die Kategorien Antiphlogistika (Anzahl der eingenommenen
Préaparate) und Alter bei Entnahme (Patientenalter) sind die Score-Werte der unterschiedlichen
Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien aufgetragen. Die Stichproben sind auf dem
Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant. (Kern (Kernmuster), FB
(Fibroblasten), EZ (Endothelzellen), LL (lining layer)).
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Weiterhin ergab die Korrelationsanalyse fir das Tetraspanin CD81 eine signifikante
Korrelation zwischen der Gruppe Zellen des sublinings vs. LL mit einem
Stichprobenumfang von 30 Geweben (s. Abb. 27). Die Regressionsgerade wies eine

positive Steigung mit rs=0,45 auf.
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Abb. 27: Als signifikant berechnete Korrelationen zwischen Immunfluoreszenz-
Auswertungskategorien fir CD81

Es wurde ein multipler Korrelationstest nach Spearman fir Kategorien der Immunfluoreszenz-
Auswertung durchgefuhrt. Hierfir wurden die Gewebeproben der OA- und RA-Gruppe
zusammengefuhrt. Bis auf die Kategorien Antiphlogistika (Anzahl der eingenommenen
Praparate) und Alter bei Entnahme (Patientenalter) sind die Score-Werte der unterschiedlichen
Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien aufgetragen. Die Stichproben sind auf dem
Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant. (Kern (Kernmuster), FB
(Fibroblasten), EZ (Endothelzellen), LL (lining layer)).

Fir das Tetraspanin CD151 ergaben sich sechs signifikante Korrelationen (s. Abb. 28).
Bei funf von sechs Korrelationen fand sich eine Regressionsgerade mit positiver
Steigung bei rs zwischen 0,44 und 1,00. Die Korrelation starke Farbung Endothel vs.
Entnahmedatum bildete durch eine Regressionsgerade mit negativer Steigung

(rs=-0,49) eine Ausnahme.
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Abb. 28: Als signifikant berechnete Korrelationen zwischen Immunfluoreszenz-

Auswertungskategorien fur CD151
Es wurde ein multipler Korrelationstest n

zusammengefuhrt.

Immunfluoreszenz-Auswertungskategorie

ach Spearman fir Kategorien der Immunfluoreszenz-
Auswertung durchgefthrt. Hierfir wurden die Gewebeproben der OA- und RA-Gruppe
Bis auf die Kategorien Antiphlogistika (Anzahl der eingenommenen
Praparate) und Entnahmedatum (Jahreszahl) sind die Score-Werte der unterschiedlichen
Die Stichproben sind auf dem
Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant. (Kern (Kernmuster), FB

n aufgetragen.

(Fibroblasten), LL (lining layer), EZ (Endothelzellen)).
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Bei den Korrelationsanalysen zum Vergleich der Tetraspanine (s. Abb. 29) zeichneten
sich die Konstellationen CD63 vs. CD81 (OA und RA) und CD63 vs. CD151 (nur OA) mit
einer positiven Steigung der Regressionsgeraden aus. Fir die Korrelation CD63 vs.
CD81 (OA und RA) konnten die funf Hauptkategorien LL, EZ, Media/Adventitia, Zellen
des sublinings und Infiltrate eingeschlossen werden (rs=0,97). Bei der Korrelation CD63
vs. CD151 (nur OA) konnten zusatzlich zu den Kategorien LL, EZ, Media/Adventitia,
Zellen des sublinings und Infiltrate die weitere Kategorie des Kernmusters berticksichtigt
werden. Insgesamt wurden zehn Kategorien einbezogen (rs=0,72).
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Abb. 29: Als signifikant berechnete Korrelationen zwischen Immunfluoreszenz-
Auswertungskategorien fir den Vergleich zwischen den einzelnen Tetraspaninen

Es wurde ein multipler Korrelationstest nach Spearman fir die arithmetischen Mittelwerte der
Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien durchgefuihrt. Hierflr wurden die Gewebeproben der
OA- und RA-Gruppe (wenn nicht anders angegeben) zusammengefihrt. Auf den Achsen wurden
die Score-Werte fur die unterschiedlichen Immunfluoreszenz-Auswertungskategorien
aufgetragen. Die Stichproben sind auf dem Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***)
signifikant.

4.2 Fibroblastenstimulierung mit proentzindlichen Stimuli

Zur Untersuchung der Expression der Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 in
synovialen Fibroblasten nach Aktivierung durch Entziindungsfaktoren wurden
Zellkulturen mit anschlielBender Real-Time-PCR durchgefihrt.

Die Zellkultur-Ansatze wurden mit funf RASF- und finf OASF-Populationen
durchgefiuhrt. Eingesetzt wurden verschiedene pro-inflammatorische Zytokine unter zwei

verschiedenen Stimulationszeiten (s. Kapitel 3.6).

4.2.1 Verifikation der proentzindlichen Reaktion der RASF

Zur Uberprifung einer erfolgreichen Stimulierung wurde fur die Zelliberstande der

17-stindig stimulierten RASF ein Festphasen-Sandwich-ELISA fir humanes IL-6
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durchgefuhrt. Dabei wurde die Serumkonzentration von IL-6 fur die
Stimulierungsansatze mit IL-B1 und TNFa sowie der unstimulierten Kultur gemessen.
Die gemessenen IL-6-Konzentrationen wurden graphisch ausgewertet und sowohl fr
die einzelnen RASF-Populationen als auch fir die errechneten arithmetischen
Mittelwerte der finf Populationen mit Standardabweichungen dargestellt (s. Abb. 30).
Verglichen wurden die mit den proentziindlichen Faktoren IL-13 oder TNFa stimulierten
RASF mit einer unstimulierten RASF-Kultur. Es zeigte sich eine erfolgreiche IL-6-
Induktion durch IL-13 und TNFa, wobei sich fir TNFa schwachere Konzentrationen
ergab. Eine Population fiel mit einer verglichen mit den anderen Populationen deutlich
héheren Induktion durch IL-1p und auch TNFa auf.

Der durchgefiihrte multiple Vergleichstest nach Dunnett ergab fir den Vergleich der IL-
1B stimulierten RASF mit der unstimulierten RASF-Kultur einen signifikanten
Unterschied (p=0,006). Fur den Vergleich der TNFa stimulierten RASF mit der
unstimulierten RASF-Kultur resultierte kein signifikanter Unterschied (p=0,750).
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Abb. 30: IL-6-Expression der RASF-Populationen nach Stimulierung

A: Dargestellt sind die mittels ELISA quantifizierten IL-6-Konzentrationen (pg/ml) fir die einzelnen
RASF-Populationen nach Stimulierung durch IL-1 und TNFa. Gezeigt sind die Populationen der
unterschiedlichen Stimulationsgruppen, bei denen die RASF entweder mit IL-13 (10 ng/ml) oder
mit TNFa (10 ng/ml) fir 17 h stimuliert wurden. Unstimulierte RASF-Kulturen wurden jeweils zur
Kontrolle mitgefuhrt und zeigten im Vergleich zu stimulierten Populationen eine nur minimale IL-
6-Expression. B: Anhand der einzelnen RASF-Populationen wurden die arithmetischen
Mittelwerte und die Standardabweichungen fur die Stimulationsgruppen IL-13, TNFa und der
unstimulierten Kulturen berechnet und dargestellt. Der Stichprobenumfang pro Gruppe umfasst
funf RASF-Populationen. Die Stichproben sind auf dem Signifikanzniveau von 0,05 (*), 0,01 (**),
0,001 (***) signifikant.

4.2.2 Analyse des Tetraspaninexpressionsprofils

Nach der erfolgreichen Stimulierung wurden die Zelllysate der verschiedenen Zellkultur-
Ansatze einer reversen Transkription zugefihrt. Dafir wurde zunachst die RNA isoliert
und daraufhin mittels reverser Transkription cDNA synthetisiert, welche als Template fur

die anschlieRende Real-Time-PCR verwendet werden konnte.
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4.2.2.1 Auswertung der CD63-Expression

Fur die Real-Time-PCR wurden zunachst fir 17 Stunden mit IL-B1 oder TNFa stimulierte
Fibroblasten von funf Patienten mit RA verwendet. Als Kontrolle wurde fir jede
Population eine unstimulierte RASF-Kultur mitgefihrt. Bei der durchgefiihrten Real-
Time-PCR zeigten sich die Wasserkontrollen negativ und die Schmelzkurven regelrecht,
sodass die Ergebnisse zur Auswertung herangezogen werden konnten. Ergebnisse

wurden graphisch und statistisch ausgewertet (s. 3.10.2.2 Auswertung ) und in Abb. 31

dargestellt.
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Abb. 31: CD63-Expression der RASF nach 17-stiindiger Stimulierung

Dargestellt ist die x-fache CD63-Expression der mit verschiedenen proentzindlichen Faktoren flr
17 h stimulierten RASF-Populationen, bezogen auf die entsprechende unstimulierte
Kontrollkultur (auf Basis 1 gesetzt). Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden fur die Stimulationsgruppen IL-18, TNFa und der unstimulierten Kulturen berechnet.
Jeder einzelnen Population wurde zur ldentifikation eine Farbe zugewiesen. Es wurde ein
multipler Vergleichstest nach Dunn durchgefuhrt. Die Stichproben sind auf dem Signifikanzniveau
von 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) signifikant unterschiedlich. Der Stichprobenumfang pro Gruppe
umfasst n=5 RASF-Populationen.

Es zeigte sich in der Gruppe der IL-1B stimulierten RASF eine im Mittel 0,84-fach
reduzierte CD63-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kultur. Fir die Gruppe der
TNFa stimulierten RASF ergaben sich im Bezug zur unstimulierten RASF-Kultur fur alle
Populationen reduzierte CD63-Expressionen. Es resultierte eine im Mittel 0,47-fache
CD63-Expression.

Die One-Way ANOVA Analyse nach Kruskal-Wallis wies eine Signifikanz auf. Der
anschlie3end durchgefuhrte multiple Vergleichstest nach Dunn ergab fir den Vergleich
der TNFa stimulierten RASF mit der unstimulierten RASF-Kultur einen signifikanten
Unterschied (p=0,0352).
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In einem weiteren Zellkultur-Ansatz wurden die RASF- und funf OASF-Populationen fir
drei Stunden mit IL-B1 und TNFa stimuliert. Sie wurden einer Real-Time-PCR zugefihrt,
um eine mdoglicherweise stattfindende kurzfristige Gegenregulierung aufzudecken. Bei
den durchgefiihrten PCRs zeigten sich die Wasserkontrollen negativ und die
Schmelzkurven regelrecht, sodass die Ergebnisse zur Auswertung herangezogen
werden konnten. Die Ergebnisse wurden graphisch und statistisch ausgewertet und in
Abb. 32 dargestellt.
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Abb. 32: CD63-Expression OASF und RASF nach dreistindiger Stimulierung

Dargestellt ist die x-fache CD63-Expression der mit verschiedenen proentzindlichen Faktoren flr
3 h stimulierten OASF- und RASF-Populationen, bezogen auf die entsprechende unstimulierte
Kontrollkultur (auf Basis 1 gesetzt). Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden fur die Stimulationsgruppen IL-18, TNFa und der unstimulierten Kulturen berechnet.
Jeder einzelnen Population wurde zur Identifikation eine Farbe zugewiesen. Der
Stichprobenumfang pro Gruppe umfasst n=5 OASF- bzw. RASF-Populationen.

In der Gruppe der IL-1B stimulierten OASF zeigte sich ein arithmetischer Mittelwert einer
2,01-fach erhthten CD63-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kultur. Eine
Population (Abb. 32, blaue Punkte) wies eine viel hohere Expression im Vergleich zu
den anderen Populationen auf. Fur diese Population zeigte sich auch in der Stimulierung
mit TNFa der hdochsten CD63-Expressionswert. Bei dieser Stimulierung wiesen die
meisten Populationen eine héhere Expression im Bezug zur unstimulierten Kultur auf.
Der arithmetische Mittelwert ergab eine 1,56-fache CD63-Expression.

Bei der Betrachtung der stimulierten RASF zeigten sich fir die Stimulation mit IL-18 bei
einem arithmetischen Mittelwert einer 2,21-fachen CD63-Expression bei den meisten
Populationen eine erhdéhte CD63-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kultur. Fr
die TNFa stimulierten RASF konnte ein arithmetischer Mittelwert einer 2,02-fach
erhohten CD63-Expression im Bezug zur unstimulierten Kultur verzeichnet werden.

Die durchgefiihrte One-Way ANOVA Analyse nach Kruskal-Wallis ergab sowohl fur die
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OASF als auch fir die RASF fur die dreistliindige Stimulierung keine signifikanten
Unterschiede.

Die Expression des Tetraspanin CD63 erschien nach dreistiindiger Stimulierung bei den
RASF-Populationen leicht hochreguliert zu sein. Nach 17-stlindiger Stimulierung war
diese Erhdéhung bereits nicht mehr sichtbar, sodass eine Gegenregulation vermutet
wurde. Dies wies auf eine Zeitkinetik hin, welche durch einen Kurzzeiteffekt, der sich
gegenreguliert, charakterisiert ist. Die Gruppe der OASF schienen keine Unterschiede
in der CD63-Expression aufzuweisen.

4.2.2.2 Auswertung der CD81-Expression

Fur die Real-Time-PCR wurden zunachst fir 17 Stunden mit IL-B1 oder TNFa stimulierte
Fibroblasten von funf Patienten mit RA verwendet. Als Kontrolle wurde fir jede
Population eine Kultur unstimulierter RASF mitgefihrt.

Bei der durchgefiihrten PCR zeigten sich die Wasserkontrolle negativ und die
Schmelzkurven regelrecht, sodass die Ergebnisse zur Auswertung herangezogen
werden konnten. Ergebnisse der PCR wurden graphisch und statistisch ausgewertet (s.
Kapitel 3.10.2.2) und in Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33: CD81-Expression RASF nach 17-stindiger Stimulierung

Dargestellt ist die x-fache CD81-Expression der mit verschiedenen proentziindlichen Faktoren fiir
17 h stimulierten RASF-Populationen, bezogen auf die entsprechende unstimulierte Kontrollkultur
(auf Basis 1 gesetzt). Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen wurden fir die
Stimulationsgruppen IL-18, TNFa und der unstimulierten Kulturen berechnet. Jeder einzelnen
Population wurde zur Identifikation eine Farbe zugewiesen. Der Stichprobenumfang pro Gruppe
umfasst n=5 RASF-Populationen.

Fur die IL-1B stimulierten RASF liel3 sich ein arithmetischer Mittelwert einer 1,28-fach

erhohten CD81-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kultur erkennen. In der
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Gruppe der TNFa stimulierten RASF ergab sich ein arithmetischer Mittelwert einer 2,16-
fach erhéhten CD81-Expression in Bezug zu der mitgefluhrten unstimulierten RASF-
Kultur.

In einem weiteren Zellkultur-Ansatz wurden die RASF- und aufl’erdem funf OASF-
Populationen von funf Patienten mit OA fUr nur drei Stunden mit IL-B1 und TNFa
stimuliert. Sie wurden einer Real-Time-PCR zugefihrt, um eine mdglicherweise
stattfindende Gegenregulierung aufzudecken. Bei den durchgefiihrten PCRs zeigten
sich die Wasserkontrollen negativ und die Schmelzkurven regelrecht, sodass die
Ergebnisse zur Auswertung herangezogen werden konnten. Die Ergebnisse wurden

graphisch und statistisch ausgewertet und in Abb. 34 dargestellt.
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Abb. 34: CD81-Expression OASF und RASF nach dreistiindiger Stimulierung

Dargestellt ist die x-fache CD81-Expression der mit verschiedenen proentziindlichen Faktoren flr
3 h stimulierten OASF- und RASF-Populationen, bezogen auf die entsprechende unstimulierte
Kontrollkultur (auf Basis 1 gesetzt). Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden fur die Stimulationsgruppen IL-18, TNFa und der unstimulierten Kulturen berechnet.
Jeder einzelnen Population wurde zur Identifikation eine Farbe zugewiesen. Der
Stichprobenumfang pro Gruppe umfasst n=5 OASF- bzw. RASF-Populationen.

Fur OASF, welche fur 3 h mit IL-1B stimuliert wurden, ergab sich ein arithmetischer
Mittelwert einer 1,90-fach erhohten CD81-Expression verglichen mit der unstimulierten
Kultur. Dabei zeigten die meisten Populationen jedoch eine reduzierte CD81-Expression
und nur eine Population eine starke Erhéhung im Bezug zur unstimulierten OASF-Kultur.
Diese Population stellte auch in der Gruppe der TNFa stimulierten OASF die einzige
Population mit einer erhdhten CD81-Expression dar. Vier weitere Populationen dieser
Gruppe mit einem arithmetischen Mittelwert einer 0,66-fachen CD81-Expression zeigten

eine Reduktion der CD81-Expression im Vergleich zur unstimulierten OASF-Kultur.
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Wurden die RASF bei dreistindiger Stimulierung mit IL-1B betrachtet, konnte ein
arithmetischer Mittelwert einer 1,67-fach erhéhten CD81-Expression im Vergleich zu der
unstimulierten Kultur beobachtet werden. Fir die Population mit der 5,74-fachen
Expression, liel3 sich auch bei der Stimulierung mit TNFa die héchste CD81-Expression
verzeichnen. Die Stimulierung mit TNFa wies einen arithmetischen Mittelwert einer 3,59-
fach erhdhten CD81-Expression auf.

Die durchgefihrte One-Way ANOVA Analyse nach Kruskal-Wallis ergab keine
signifikanten Unterschiede. Die Gruppen der OASF und RASF wiesen keine
Unterschiede in der CD81-Expression auf.

4.2.2.3 Auswertung der CD151-Expression

Fur die Real-Time-PCR wurden zunachst fir 17 Stunden mit IL-B1 oder TNFa stimulierte
Fibroblasten von funf Patienten mit rheumatoider Arthritis verwendet. Als Kontrolle
wurde fir jede Population eine unstimulierte RASF-Kultur mitgefuhrt. Bei der
durchgefihrten PCR zeigten sich die Wasserkontrolle negativ und die Schmelzkurven
regelrecht, sodass die Ergebnisse zur Auswertung herangezogen werden konnten.
Ergebnisse der PCR wurden graphisch und statistisch ausgewertet (s. 3.10.2.2
Auswertung ) und in Abb. 35 dargestellt.

CD151 17h RA

2.0 m
A
o 1.51 T T
—
)
O
c 1.0 eee— w B
E - 1 r' N
< 0.5 ] A
0.0 . — .
& N N
S & &
& o¢ o®
X NG NG
Q
S S &
s &
x\\/ x&
o e

Abb. 35: CD151-Expression RASF nach 17-stindiger Stimulierung

Dargestellt ist die x-fache CD151-Expression der mit verschiedenen proentziindlichen Faktoren
fur 17 h stimulierten RASF-Populationen, bezogen auf die entsprechende unstimulierte
Kontrollkultur (auf Basis 1 gesetzt). Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden fur die Stimulationsgruppen IL-13, TNFa und der unstimulierten Kulturen berechnet.
Jeder einzelnen Population wurde zur Identifikation eine Farbe zugewiesen. Der
Stichprobenumfang pro Gruppe umfasst n=5 RASF-Populationen.
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Far IL-1B stimulierte RASF zeigten sich bei einem arithmetischen Mittelwert einer 0,82-
fachen CD151-Expression die meisten Populationen mit einer reduzierten CD151-
Expression im Vergleich zur unstimulierten RASF-Kultur. Die Gruppe der TNFa
stimulierten RASF wies einen arithmetischen Mittelwert einer 1,06-fach erhdhten

CD151-Expression im Bezug zur unstimulierten Kultur auf.

In einem weiteren Zellkultur-Ansatz wurden die RASF- und aufl’erdem funf OASF-
Populationen von funf Patienten mit OA fir nur drei Stunden mit IL-B1 und TNFa
stimuliert. Sie wurden einer Real-Time-PCR zugefiihrt, um eine mdglicherweise
stattfindende Gegenregulierung aufzudecken. Bei den durchgefiihrten PCRs zeigten
sich die Wasserkontrollen negativ und die Schmelzkurven regelrecht, sodass die
Ergebnisse zur Auswertung herangezogen werden konnten. Die Ergebnisse wurden
graphisch und statistisch ausgewertet und in Abb. 36 dargestellt.

CD151 3h OA CD151 3h RA (Annealing bei 59°C)
3-
. _, 40-
0 2 A © —_
® ®
e = 207
& 1{ ee=e 1 & S B
N . ——
= —_— x 0. - &S—=——=0..... slieE——...... AAAa
O.. ................................................ —t—
& D Q & D D
S N & S N S
& & S & S N
& g NG & o S
N & & N & &
» K N N
Y NI Y NS
< < < e
2 S S
o o QY Q,?‘

Abb. 36: CD151-Expression OASF und RASF nach dreistiindiger Stimulierung

Dargestellt ist die x-fache CD151-Expression der mit verschiedenen proentziindlichen Faktoren
fur 3 h stimulierten OASF- und RASF-Populationen, bezogen auf die entsprechende unstimulierte
Kontrollkultur (auf Basis 1 bzw. 0 gesetzt). Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden fur die Stimulationsgruppen IL-18, TNFa und der unstimulierten Kulturen berechnet.
Jeder einzelnen Population wurde zur Identifikation eine Farbe zugewiesen. Der
Stichprobenumfang pro Gruppe umfasst n=5 OASF- bzw. RASF-Populationen.

In der Gruppe der mit IL-1B dreistiindig stimulierten OASF lieRen sich bei einem
arithmetischen Mittelwert einer 1,00-fachen CD151-Expression die meisten
Populationen mit einer reduzierten CD151-Expression im Vergleich zur unstimulierten
Kultur erkennen. Fir die Stimulierung mit TNFa zeigte sich ein arithmetischer Mittelwert
einer 1,49-fach erhdhten CD151-Expression im Bezug zur unstimulierten OASF-Kultur.

Die mit IL-1B dreistlindig stimulierten RASF wiesen einen arithmetischen Mittelwert einer
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0,87-fach reduzierten CD151-Expression im Vergleich zur unstimulierten RASF-Kultur
auf. Fur die TNFa stimulierten RASF ergab sich ein arithmetischer Mittelwert einer 9,79-
fach erhéhten CD151-Expression im Bezug zur unstimulierten RASF-Kultur. Dabei wies
eine Population mit einer 46,21-fachen Erh6hung der CD151-Expression eine sehr
grof3e Differenz zu allen anderen Stimulationsversuchen auf.

Die durchgefiihrte One-Way ANOVA Analyse nach Kruskal-Wallis ergab keine
signifikanten Unterschiede. Die Gruppen der OASF und RASF wiesen keine
Unterschiede in der CD151-Expression auf.
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5. DISKUSSION

In den vergangenen Jahren konnten in der molekularmedizinischen und
immunologischen Forschung zahlreiche neue Aspekte beziiglich der Pathophysiologie
der RA aufgedeckt werden. Dennoch ist der Entstehungsprozess der RA weiterhin nicht
umfassend aufgedeckt. Auch sind viele Vorgange der Progression der RA noch nicht
ausreichend verstanden. Ein bedeutender Aspekt bei der Progression der Erkrankung
kommt der Migrationsfahigkeit inflammatorischer und Matrix-zerstérender Zellen sowie
der Ausbreitung auf gesunde Gelenke und extraartikularen Manifestationen zu [10, 29,
108]. Dieses Verhalten von schadigenden Zellen ist auch bei Vorgangen der
Tumormetastasierung bekannt [109, 110]. Im Rahmen der Tumorforschung wurden
bezlglich einer Beteiligung an diesem Prozess bereits einige Mitglieder der Tetraspanin-
Familie untersucht [41]. Dabei zeigten Tetraspanine sowohl pro-metastatische als auch
supprimierende Eigenschaften bei unterschiedlichen Tumorerkrankungen [34, 41].
Gerade durch ihre Fahigkeit Uber Tetraspanin-angereicherte Mikrodoméanen die
Zellmembran und ihre Proteine zu organisieren, gewinnen Tetraspanine eine grof3e
Bedeutung bei zellularen Prozessen und Interaktionen wie der Signaltransduktion [27,
38], Zellproliferation, -differenzierung und -migration [27, 33, 38]. Involviert sind in
solchen Clustern verschiedene Adhé&sionsmolekile, Signalrezeptoren und
Immunglobuline [27, 38]. Auch Interaktionen zwischen verschiedenen Mitgliedern der
Tetraspanin-Familie sind dabei zu beobachten [27, 44—-46]. Eine spezifische Bindung an
Laminin-bindende Integrine ist fur die Adh&sion, Migration und Signallbertragung in
Zellen von Bedeutung [73, 97]. Denn entscheidend fur den Kontakt von Zellen im fur sie
vorgesehenen Zellverband und der Zellbewegung sind Adhéasionsmolekile wie
Integrine. Eine korrekte Adhésion kann zudem Einfluss auf die Funktion einer Zelle und
deren Zellteilung nehmen [19, 21]. So wurde ein Einfluss von Wechselwirkungen der
Integrine bei T-Zellen auf intrazellulare Signalwege wie Proliferation, Apoptose,
Sekretion von Enzymen oder Zytokinen, Migration sowie zellularer Invasion beobachtet
[20, 23].

Bei der RA konnte diesbeziglich im Synovialgewebe eine Hochregulation von
Integrinrezeptoren und ihrer Liganden im Synovialgewebe nachgewiesen werden [23].
Dies fuhrt weiterhin zur Einwanderung weiterer Entziindungszellen wie Lymphozyten,
Plasmazellen und Makrophagen in das sublining [4, 11] sowie zu GeféaRneubildungen
[12]. Die Passage von Entziindungszellen durch die GefalRwand in entziindetes Gewebe

wird ebenso durch ein Zusammenspiel verschiedener Adh&sionsmolekiile reguliert.
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Beteiligt sind unter anderem E-Selektin, Integrine und CAMs [19]. Eine Wanderung durch
das Gefal3system liel3 sich auch bei RA-synovialen Fibroblasten beobachten [10]. Dabei
ist eine Interaktion mit dem E-Selektin der Endothelzellen von entscheidender
Bedeutung [26]. Ein solches Zusammenspiel mit Integrinen und die damit erméglichte
Wanderung durch Gewebe ist ebenso flr metastasierende Tumorzellen bekannt [19]. In
diesem Zusammenhang konnte eine dysregulierte Integrinexpression in diesen Zellen
nachgewiesen werden [23].

Fuhrt man die Uberlegung dahin zuriick, dass Tetraspanine die Organisation und
Aktivitat dieser Integrine beeinflussen, lasst dies die Vermutung zu, dass Tetraspanine
auch in der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle einnehmen kdnnten. In
vorausgegangenen Studien unseres Forschungslabors wurde bereits das Tetraspanin
CD82 in RA-synovialen Fibroblasten im Vergleich zu OASF untersucht. Dabei zeigte sich
eine erhohte Expression bei RASF in Kultur. Im Synovium konnte ebenfalls eine
vermehrte Expression in den Bereichen der Gefal3e, lining layer und der Invasionszone
sowie eine verminderte Expression im sublining bei der RA beobachtet werden [29].
Diese Beobachtung, zusammen mit funktionellen Untersuchungen an RASF in Kultur,
liel3 vermuten, dass RASF durch eine vermehrte Expression von CD82 im Bereich der
Entzindung und Matrixdestruktion vor Ort gehalten werden [11]. Dies konnte daran
gezeigt werden, dass die Motilitat der RASF in dieser Arbeit durch Uberexpression von
CD82 reduziert werden konnte [11]. Da einerseits in Tetraspanin-angereicherten
Mikrodoméanen verschiedene Tetraspanine miteinander interagieren [27, 44-46] und
andererseits eine Beteiligung unterschiedlicher Tetraspanine im Krankheitsgeschehen
verschiedener Tumorerkrankungen nachgewiesen wurde [41], war eine genauere
Untersuchung der Expression weiterer Tetraspanine bei der RA und insbesondere bei
RASF ein attraktiver Ansatz.

5.1 Synovialgewebe von Patienten mit RA und OA

Zur Untersuchung der Tetraspaninexpression im Synovium von Patienten mit RA
wurden Gewebeproben im Rahmen von Kniegelenksersatz-Operationen in
verschiedenen Kliniken entnommen. Durch die Beteiligung verschiedener Kliniken stand
eine gréRere Anzahl an Gewebeproben zur Verfiigung. Um mogliche Variationen in der
Gewebeentnahme und -verarbeitung zu minimieren, erfolgten die Aufarbeitung der
Gewebe und die Zellisolation anhand von Standardprotokollen der Arbeitsgruppe. Die
Zellen standen anschlieRend fur die Arbeit in der Gewebe- und Zellbank zur Verfiigung.
Es waren Differenzen in Diagnostik- und Therapievorgehen der verschiedenen Kliniken

zu erwarten. Die Diagnose der RA wird anhand von Befunden aus Anamnese,
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klinischem Erscheinungsbild, Veranderungen der Laborwerte und mittels bildgebender
Verfahren gestellt. Auch der Verlauf der Erkrankung, welcher sich als @ulRerst variabel
darstellt, beeinflusst die Diagnosefindung [4]. Es kann davon ausgegangen werden,
dass die Diagnose einer RA anhand der Klassifikationskriterien der American College of
Rheumatology und die European League against Rheumatism (s. Tab. 1) gestellt wurde
und das Therapievorgehen den rheumatologischen Leitlinien entsprach. Dennoch gibt
es fur die Behandlung der RA verschiedene Ansatzpunkte und Verfahren (s.
Kapitel 1.1.5). Die Vermutung liegt nahe, dass aufgrund unterschiedlicher
Wirkmechanismen, variabler Dosierung sowie unterschiedlichem Ansprechen auf die
Medikamente ein Einfluss auf die Gewebestrukturen im Gelenk besteht. Eine Remission
ist im Gewebe durch weniger Infiltrate sowie weniger Expression von
Entziindungsmarkern und Vorkommen von Entziindungszellen gekennzeichnet [111].
Weiterhin variierten auch die Dauer der Therapie sowie das Stadium und der
Aktivitdtsgrad der Erkrankung bei Gewebeenthnahme. Die Gewebe wurden im Rahmen
von Eingriffen zum Gelenkersatz entnommen und stellen somit ein fortgeschrittenes
Stadium der Gelenkerosion dar. Um mdogliche Einflisse nachvollziehen zu kénnen,
wurden alle verfiigbaren Daten zu klinischen Angaben wie Stadium, Aktivitatsgrad und
Therapie zu den Geweben erhoben und die Ergebnisse der Tetraspaninexpression auf
einen mdoglichen Einfluss durch die beschriebenen Faktoren so weit wie moglich
beurteilt. Das Ansprechen auf die angewendeten Therapien und deren Auswirkungsgrad
auf das Gewebe konnten jedoch nicht mit der Tetraspaninexpression verglichen werden.
Aus den geschilderten Grinden kénnen bestehende Einfliisse auf die Ergebnisse der
Tetraspaninexpression durch Medikation, Ansprechen und Stadium der Gelenkerosion
nicht ausgeschlossen werden, zumal sich das Krankheitsbild der RA als sehr variabel
darstellt [4].

Als Vergleichsgruppe zu den RA-Geweben diente Gewebe von Patienten mit Arthrose
und damit per definitionem kein gesundes Gewebe. Da es sich um eine invasive
Probengewinnung im Rahmen von Gelenkersatz-Operationen handelte, war eine
gesunde Kontrollgruppe auch nicht realisierbar. OA-Gewebe wurde aufgrund der primar
degenerativen Ursache der Erkrankung gewahlt und stellt in der Regel auch die
allgemein anerkannte Kontrollentitat fir die RA dar. Eine autoimmune Beteiligung liegt
bei der Arthrose nicht vor. Im Rahmen der OA kann jedoch ebenfalls eine sekundar
durch Belastung und Gelenkerosion induzierte Entzindung im Gewebe auftreten. Es
finden sich Entziindungszeichen mit Uberwarmung, Druckschmerzhaftigkeit und einem
Gelenkerguss mit Schwellung [1], insbesondere bei fortgeschrittenen Stadien, die

letztendlich zum Gelenkersatz fuhren. Ein medikamentdser Einfluss ist auch fir
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OA-Gewebe zu bericksichtigen, wobei die zentralen, fur die RA verwendeten
Basistherapeutika aufgrund der Wirkungslosigkeit auch keine Anwendung finden, bzw.
deshalb auch nicht fir die OA zugelassen sind. Im Falle einer entziindlichen Aktivierung
kann bei der OA eine Behandlung mittels Paracetamol, NSAR sowie intraartikulare
Glukokortikoid-Injektionen erfolgen [1]. Sowohl unter den RA- als auch unter den OA-
Geweben fanden sich Proben, welche eindeutige Zeichen der aktiven Entziindung, wie
z.B. Lymphozyten-Infiltrate, aufwiesen. Unterschiede zwischen beiden Gewebegruppen
konnten somit priméar beztglich der unterschiedlichen Ursache der Entziindung beurteilt
werden.

Alle der in die Ergebnisse eingeschlossenen Gewebeproben fir OA und RA entstammen
Kniegelenken, sodass Aussagen auf die Prozesse der Erkrankungen im Knie beschrankt
sind. Damit wurde die Variabilitét, die durch den Vergleich unterschiedlicher Gelenke
entsteht, vermieden. Zwischen den Geweben bestanden Variationen bezlglich ihrer
Grol3e und dem Vorhandensein auszuwertender Strukturen. Fehlten Strukturen, wurden

diese Gewebe in der Beurteilung der entsprechenden Kategorie nicht berticksichtigt.

5.2 Etablierung der Tetraspanin-Immunhistochemie

Fixierung, Einbetten sowie Schneiden der Gewebeproben erfolgte nach etablierten
Methoden. Auch die Etablierung von IHC und IF entsprach in den Grundschritten bereits
etablierten Protokollen. Weiterhin wurden sowohl unterschiedliche Proben eines
Gewebetyps sowie unterschiedliche Arten von Gewebe getestet, wodurch die
Fehlerursache im individuellen Gewebe oder der Gewebeart ausgeschlossen werden
sollte. Eine Kompatibilitdt der Antikorper, die Inkubationszeit mit dem Priméarantikdrper
sowie die Mdoglichkeit eines fehlenden Antigens wurden systematisch tUberprift und
ausgeschlossen. Somit konnten drei der vier Tetraspanine immunhistochemisch bzw.
mittels Immunfluoreszenz mit den verfigbaren Antikdrpern nachgewiesen und

verglichen werden.

Fehlerquellen, welche die immunhistochemische Etablierung erschwerten und fir eine
IHC fur CD9 im Rahmen dieser Arbeit keine Optimierung zulief3en, kdnnen sich bei den
verschiedenen Schritten der Immunhistochemie und Immunfluoreszenz ergeben. Es
zeigte sich in der Etablierung der IHCs fur die verschiedenen Tetraspanine,
insbesondere fur CD9, die Problematik, dass zunachst kein Signal des Tetraspanin-AKs
erkennbar war und/oder sich starke Signale in der Isotypkontrolle beobachten lie3en.
Ursache fur eine fehlende oder nur schwache Farbung kann hierbei ein zu geringes

Vorkommen des Antigens sein. Dem mdglicherweise geringen Vorkommen des
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Antigens wurde durch eine Signalverstarkung entgegengewirkt. Weiterhin wurde anhand
der Herstellerangaben zu den Antikdrpern die Eignung flr die gewahlten Verfahren
gepruft. Als weitere Fehlerursache kdnnte der Fixierungsprozess das Antigen eventuell
maskiert haben, wodurch eine Demaskierung notwendig wirde bzw. eine andere
Fixierungsmethode herangezogen werden misste. Im Rahmen der durchgefiihrten IHC
wurden mit Formalin fixierte Paraffinschnitte sowie mit Aceton fixierte Gefrierschnitte
getestet. Beide Kombinationen (Formalin/ Paraffinschnitt und Azeton/ Gefrierschnitt)
lieferten keine guten Ergebnisse fir den Nachweis von CD9.

Auch eine zunéachst zu starke Hintergrundféarbung bei der IHC-Etablierung zu CD9 kann
durch unterschiedliche Aspekte begrindet sein. Um diese zu prifen und
auszuschlieRen, wurden bei der Etablierung die Konzentration des Primar-AKs sowie
die Art und Dauer des Blockens variiert und eine Inkubationstemperatur von 4 °C,
verschiedene Inkubationslangen sowie ein Blockschritt zur Inaktivierung endogener
Peroxidasen getestet. Dennoch konnten fur CD9 im Gegensatz zu den anderen
Tetraspaninen keine konstanten Ergebnisse in der IHC und IF erzielt werden, sodass
die Etablierung fur CD9 im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt wurde. Es konnte
lohnenswert sein, in Zukunft weitere Protokollvarianten sowie weitere CD9-Antikorper zu
testen. CD9 erscheint durch seine Eigenschaften wie beispielsweise die Fahigkeit,
Entziindungsreaktionen auf Makrophagen zu modifizieren [52, 54] oder der vorwiegend
supprimierende Einfluss bei der Tumorausbreitung [41, 52, 56] flr weitere Forschungen
im Bezug zur RA interessant. Interaktionen des CD9 sind zudem zu den in dieser Arbeit
untersuchten Tetraspaninen CD81 und CD151 bekannt [35, 44, 52].

5.3 Tetraspanin-Immunfluoreszenz

Der Einfluss einer mdglichen Variabilitdt durch verschiedene Farbungsdurchgange auf
das Ergebnis der IF-Farbungen bei verschiedenen Gewebeproben wurde vermieden,
indem die zu vergleichenden 15 OA- und RA-Gewebe jeweils in einem Durchgang mit
dem etablierten Protokoll gefarbt wurden. Anschlieend wurden die Schnitte mittels
gleicher  Einstellungen am  Mikroskop fotografiert und unter gleichen
Umgebungsbedingungen und Anzeigeprogramm am Computer ausgewertet. Eine
Auswertung der IF-Farbungen erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht computerbasiert,
sondern durch subjektive Einschatzung. Um dennoch ein hohes Mal3 an Objektivitat und
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, wurden fir samtliche Auswertungen
semiquantitative Score-Varianten entwickelt und durch verschiedene Anwender

getestet. Fur die Auswahl der vergro3erten Ausschnitte zur Auswertung der speziellen
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Kategorien wurde jeweils ein reprasentativer Ausschnitt des Gewebes identifiziert.
Aufgrund der gewahlten Methoden kann ein subjektiver Einfluss bei Betrachtung der
vorgestellten Ergebnisse nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Insgesamt konnten
die Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 mittels Immunfluoreszenzfarbung etabliert
und ausgewertet werden. Bei der Beurteilung der Farbungen lag der Fokus zunachst auf
dem globalen Tetraspanin-Vorkommen in den Gewebearealen im Vergleich zwischen
RA und OA, ohne auf die Signalintensitat einzugehen. Die Intensitat der Signale, die sich
teilweise zwischen RA und OA signifikant unterschied, wird in Kapitel 5.5 separat
diskutiert.

5.3.1 Verteilungsmuster des Tetraspanins CD63 im RA- und OA-Synovium

Die fur CD63 in anderen Studien festgestellte ubiquitare Verteilung [34, 60, 61] konnte
in dieser Studie bestétigt werden. Nahezu alle Zellen, die anhand der vorhandenen
Kernfarbung mittels DAPI identifiziert werden konnten, wiesen ein Signal fur CD63 auf.
Ein ausgepragter Unterschied im Verteilungsmuster zwischen OA- und RA-Gewebe liel3
sich nicht feststellen. Ein Unterschied beziiglich CD63 zeigte sich bei Endothelzellen mit
einem hoheren Score-Wert bei OA im Vergleich zu RA, der jedoch nicht signifikant war.
Fur beide Gewebe lag der Mittelwert dennoch im Bereich einer mittelstarken bis starken
Farbung und stellte somit keinen deutlichen Unterschied dar. Fehlende Unterschiede
zwischen OA und RA konnten sich einerseits darauf zuriickfihren lassen, dass auch in
OA-Gewebe Entziindungsprozesse stattfinden und sich die Gewebe mdglicherweise
beziglich der  vorliegenden Entziindungsreaktion ahneln.  Auch bei
Entzindungsprozessen im Rahmen der OA kommt es zur Einwanderung von
Entzindungszellen. Eine Beteiligung durch CD63 kann hierbei ebenso eine Rolle
spielen. Die ausgepragte Expression von CD63 in fast allen Zellen kann kleine
Differenzen im Verteilungsmuster Uberdecken. Zusatzlich sei erwahnt, dass
Unterschiede in der Farbintensitat zwischen den Bereichen feststellbar waren (s.
Kapitel 3.10.1.3), die jedoch in einem separaten Score zur Quantifizierung der
Farbintensitat bei Zellen des sublinings Uberprift wurden (s. Kapitel 3.10.1.5) und
nachfolgend diskutiert werden.

Weiterhin auffallend war ein besonderes Farbemuster im Bereich der Kerne einiger
Zellen in Form von isolierten Signalen des CD63-AKs. Eine dreidimensionale
Beurteilung der Signal-Lokalisation war nicht mdglich, sodass unklar bleibt, ob es sich
hierbei um eine intra-, peri- oder extranukleare Ansammlung von CD63 handelt. Eine
Expression von CD63 sowohl auf Zelloberflachen als auch in Membranen von

Endosomen [34, 59] und Exosomen [60, 61] konnte bereits in anderen Geweben
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nachgewiesen werden. Auch in sekretorischen Granula von Eosinophilen, Neutrophilen
und Basophilen, wurde CD63 gefunden und stellt einen Bestandteil der spaten
endosomalen und lysosomalen Membranen dar [59, 112]. Bei Eosinophilen konnte
bereits gezeigt werden, dass CD63 in hohem Mal3e mit sekretorischen Ereignissen
assoziiert und in Granula konzentriert ist, die aktiven Sekretionsvorgangen unterliegen
[112]. Vesikel, zu denen auch Endo- und Exosomen gehdren, werden durch eine
Membran begrenzt, die mit der Zellmembran fusionieren kann. So konnen auch
Oberflachenproteine, wie die Tetraspanine, in intrazellularen Membranen zu finden sein.
Die Grol3e von Vesikeln ist variabel, kann dabei sogar in einem Bereich von einem
Mikrometer liegen [5, 113]. Moglicherweise handelt es sich bei der in dieser Arbeit
festgestellten punktuellen Farbung um CD63, welches in sekretorischen Vesikeln
lokalisiert ist. Eine starke Ausbildung dieses Farbemusters zeigte sich in dieser Arbeit
gerade bei Zellen in entzindlichen Infiltraten. Die Ausschuttung verschiedener pro-
inflammatorischer Faktoren spielt in der Pathogenese der RA eine entscheidende Rolle
[4]. Dabei bilden sowohl RASF als auch einwandernde Entziindungszellen wie
Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen Zytokine und Chemokine [1, 4, 9, 11].
Eine Sekretion von Proteinen in den extrazellularen Raum erfolgt Ublicherweise Uber
eine Exozytose von sekretorischen Vesikeln [113]. Infiltrate mit einwandernden
Entzindungszellen kénnten somit durch eine vermehrte Sekretion proentzindlicher
Faktoren und somit auch mit einer erhdhten Anzahl von mit CD63-assoziierten
sekretorischen Vesikeln gekennzeichnet sein. CD63 konnte dabei Bestandteil der
Membranen dieser Vesikel sein und koordinierende Eigenschaften besitzen. Dass das
bei dieser Arbeit beobachtete Farbemuster in Form von isolierten Signalen des CD63-
AKs nur in einzelnen Zellen beobachtet wurde, lasst sich eventuell durch eine mittels
entzindlicher Stimuli nur vereinzelt induzierte Aktivierung und Sekretion von entziindlich
aktivierten und spezifischen Zellen erklaren. Im Rahmen einer Studie wurden bereits im
Vergleich von durch entzindliche Stimuli aktivierte sowie unstimulierte eosinophile
Granulozyten unterschiedliche Expressionsmuster von CD63 beobachtet. Dabei zeigten
unstimulierte Zellen eine schwache oder keine Fluoreszenz, wahrend durch einen
bestimmten entzindlichen Stimulus aktivierte Eosinophile eine punktformige, helle
Markierung mit fokalen Immunfluoreszenzflecken aufwiesen, welche einer Sekretion
durch stuckweise Degranulation &hneln [112]. Entsprechend wéren zellulare Analysen
unter entzindlicher Stimulierung von Interesse, die aufzeigen konnten, ob das
spezifische Expressionsmuster in vitro in kultivierten Zellen induziert werden kann.

Andererseits konnte es sich auch bei den in dieser Arbeit beobachteten isolierten

Signalen des CD63-AKs um neu synthetisiertes CD63 handeln, welches im
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endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat modifiziert oder bereits tber Vesikel
zur Zellmembran befordert wird, wo es anschlieRend als Membranbestandteil
inkorporiert wird. Eine vermehrte Bildung und Inkorporation von CD63 in die
Zellmembran kénnte durch einen Stimulus induziert sein. In einer Studie zu T-Zellen
wurde eine minimale Expression von CD63 auf ruhenden T-Zellen beobachtet. Bei
Stimulation der T-Zellen wurde jedoch eine vermehrte Expression von CD63 an der
Oberflache nachgewiesen [114]. Es wurde vermutet, dass CD63 dort durch Vermittlung
einer Kostimulation der T-Zelle an einer ausgepragten Proliferationsinduktion, einer
starken IL-2-Produktion und einer gesteigerten T-Zell-Reaktionsfahigkeit auf
Restimulation beteiligt ist. CD63 wiurde damit ein aktivierungsinduziertes
Verstarkungselement darstellen, dessen Triggern eine nachhaltige und effiziente T-Zell-
Aktivierung und -Expansion fordert [114]. Ein solcher Prozess kdnnte auch im Rahmen
des Entziindungsgeschehens der RA von Bedeutung sein und kénnte ebenfalls in
kultivierten Zellen nach proentzindlicher Aktivierung geprift werden.

Eine mdgliche Lokalisation auf Endosomen, wie sie bereits beobachtet wurde [34, 59],
ergabe sich durch Einstilpung und Abschniren von Teilen der Zellmembran, in welchen
sich auch das Transmembranprotein CD63 befindet. Nachgewiesen wurde CD63 als
Bestandteil spater endosomaler und lysosomaler Membranen [59]. Aufgrund der GroRRe
und Verteilung der in dieser Arbeit beobachteten isolierten Signale des CD63-AKs ware
ein Hervorrufen durch Lokalisation von CD63 in endosomalen bzw. lysosomalen
Membranen denkbar. Eine Lokalisation von CD63 auf Exosomen wurde ebenfalls in
Studien nachgewiesen [60, 61]. Exosomen sind nanogrofRe (30-100 nm) extrazellulare
Partikel mit Eigenschaften zur Regulierung biologischer Prozesse und zellularer
Signaliibertragung durch die Ubertragung von Proteinen und genetischem Material
[115]. Sie koénnten ebenfalls in der Pathogenese der RA von Bedeutung sein. Das in
dieser Arbeit beobachtete Farbemuster in Form isolierter Signale von CD63 erscheint
jedoch fir Exosomen unwahrscheinlich, da sich das punktuelle Farbemuster nur im
Bereich der Kerne lokalisiert zeigte, wahrend es sich bei Exosomen um extrazellulare
Vesikel handelt [115].

In verschiedenen Studien wurde eine Beteiligung des CD63 bei Zelladhasion, Motilitat,
Proliferation, Differenzierung und dem Uberleben von Zellen nachgewiesen [60, 62, 63].
Diese zellularen Vorgange spielen auch bei der Infiltration von Entziindungszellen in
entziindetes Gewebe eine Rolle [19]. Eine in dieser Arbeit beobachtete vermehrte
Expression von CD63 in Zellen von Infiltraten kdnnte dabei auch auf eine Beteiligung
dieser Prozesse hinweisen. Die damit verbundene, vermehrte Expression von CD63 in

den aktivierten Entzindungszellen kénnte mit einer verstarkten Zelladh&sion und
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Motilitat verbunden sein. Auch eine starke Farbung in Zellen der Gefallwande erscheint
durch deren Aufgabe der Vermittlung der Diapedese von Entziindungszellen vom
GefalBlumen durch die Gefallwand und der damit verbundenen Prozesse der
Zelladhasion erkléarbar.

Im Erkrankungsverlauf der RA verdickt sich das lining layer. Es kommt zur Zunahme von
Synoviozyten, wobei sowohl die synovialen Makrophagen als auch die synovialen
Fibroblasten betroffen sind [9]. Da sich bereits in anderen Studien eine Beteiligung von
CD63 bei der Proliferation von Zellen zeigte [63], kdnnte die in dieser Arbeit beobachtete
starke Farbung im lining layer mit einer Beteiligung von CD63 bei der Zunahme der
Synoviozyten und der Verdickung des lining layers im Verlauf der RA zusammenhé&ngen.
Ebenso spielen synoviale Fibroblasten eine Schlisselrolle in der Pathogenese der RA,
indem sie Zytokine, Chemokine sowie Proteasen sezernieren, welche die Entziindung
aufrechterhalten und zur Knorpelzerstérung beitragen [9, 11]. Auch in diesem Prozess
konnte CDG63, ahnlich wie in der bereits fir einwandernde Entzindungszellen in
Infiltraten erérterten Vermutung, in der Membran von sekretorischen Vesikeln lokalisiert
sein und dort koordinierende Aufgaben Gbernehmen. So lieRen sich die in dieser Arbeit
beobachteten isolierten Signale des CD63-AKs auch in einzelnen Zellen im lining layer
und sublining beobachten. Sowohl lining layer als auch sublining sind durch ein
Vorkommen von aktivierten Fibroblasten gekennzeichnet [5].

Die vereinzelt beobachtete Aussparung der CD63-Farbung innerhalb der
GefalRwandschichten (vgl. Abb. 7B) konnte in 24 der 29 eingeschlossenen Geweben in
mindestens einem Gefall nachgewiesen werden. Betrachtet man diese Aussparung
genauer, erkennt man einen ringférmigen Bereich innerhalb der GefaBwandschichten,
welcher in der IF-Farbung weder Signal des CD63-AKs noch Zellkerne aufwies. Bei
Vergleichen dieses Bereiches mit der entsprechenden H/E-Farbung entspricht dieser
der Media oder einer verdickten Membrana elastica interna, da diese nach auf3en der
Endothelzellschicht anliegen. Gegen die Media spricht, dass sich in der beschriebenen
Aussparung der CD63-Farbung keine Zellkerne nachweisen lassen. Dieses Merkmal
ware vereinbar mit der Membrana elastica interna, bei der es sich um eine kraftige
Lamelle handelt, die aus elastischem, extrazellularem Material besteht [5]. Eine
Lokalisation des Transmembranproteins CD63 ist hier nicht zu erwarten, sodass die in
dieser Arbeit beobachtete Aussparung der CD63-Farbung flr diesen Bereich passend
erscheint. Eine nur vereinzelte Auspragung dieser Aussparung lieRe sich damit erklaren,
dass eine Membrana elastica interna bei kleineren Arterien und generell bei Venen
weniger stark bis nicht ausgepragt ist [5].

Die Farbung in entzindlichen Infiltraten und das spezielle Farbemuster in Form von
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isolierten Signalen von CD63, welches vereinzelt im Kernbereich von Zellen in lining
layer, Gefalien, sublining und Infiltraten beobachtet wurde, kénnte mit einer vermehrten
Expression von CD63 durch aktivierte Zellen zusammenhéngen. Ein moglicherweise
bestehender erkrankungsférdernder oder -hemmender Einfluss des Tetraspanins CD63,
wie er fUr einige Tumorerkrankungen nachgewiesen werden konnte [34, 41, 60, 63, 65—
70], lasst sich im Rahmen der hier durchgeflihrten histologischen Analyse jedoch nicht
erkennen. Diesbezlglich konnte im Rahmen weiterer Untersuchungen auf zellularer
Ebene mittels CD63-Uberexpression bzw. -Knockdown beispielsweise der Einfluss des
Tetraspanins auf Motilitat, Migration, Adhasion und Proliferation von RA-synovialen
Fibroblasten geprift werden.

5.3.2 Verteilungsmuster des Tetraspanins CD81 im RA- und OA-Synovium

Ahnlich zum CD63 lieR3 sich bei fast allen Geweben eine starke Farbung im gesamten
Gewebe feststellen. Eine Expression in einer Vielzahl von Zellen ist fir CD81 bekannt
[51]. Es konnte zum Beispiel in Zellen des hamatopoetischen Systems wie B-Zellen, T-
Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen, aber auch anderen Zellen wie
Trophoblastenzellen nachgewiesen werden [75, 76]. Auch im Rahmen dieser Arbeit fiel
auf, dass nahezu alle Zellen, die anhand der Kernfarbung identifiziert werden konnten,
ein entsprechendes Signal fir CD81 aufwiesen. Im Vergleich zum CD63 und CD151
besonders auffallend war die Uberwiegende Aussparung des CD81-Signals im Bereich
der Zellkerne. Besonders in der Doppel-IF mit CD151 (s. Kapitel 5.4) liel3 sich die
Aussparung des CD81-Signals gut erkennen. Gleichmalfiige und flachige Signale des
Antikorpers projizierten sich im Bereich des Zytoplasmas. Da eine solche Lokalisation
auch einem Antikorpersignal von der Zellmembran entsprechen kénnte und es sich bei
dem Tetraspanin um ein Transmembranprotein handelt, ist CD81 mdglicherweise auch
Bestandteil der Zellmembran und im Vergleich zu CD63 weniger lokalisiert in
Zellorganellen zu finden. Eine genauere ldentifizierung der signalgebenden Zellstruktur
ist aufgrund der zweidimensionalen Betrachtung der Gewebeschnitte nicht méglich und
kénnte mit einer dreidimensionalen Methode wie der konfokalen Mikroskopie gelingen.

Weiterhin lieRen sich bei CD81 starkere Signalintensitdten von lining layer,
GefaRwanden und verschiedener Zellen im sublining beobachten. Da eine
computerbasierte Auswertung der Signalintensitat im Rahmen dieser Arbeit nicht
realisierbar war, wurde die Farbintensitat exemplarisch bei Zellen des sublinings mittels

eines definierten Scores Uberprift (s. Kapitel 3.10.1.5).
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Fur CD81 zeigte sich bereits in verschiedenen Studien unter anderem eine Rolle bei
Adhasion, Migration, Proliferation, Rezeptorclustering und der Signallbertragung in
Zellen [75, 78]. Dies lasst sich mit den bereits erwahnten Funktionen des CD63
vergleichen. So scheint auch fir CD81 ein Zusammenhang zwischen der starken
Expression in Zellen von lining layer, GefaRen und sublining (insbesondere bei
Infiltraten) und einer bereits beschriebenen vermehrten Migration und Proliferation sowie
Vorgéngen der Zelladh&sion [75, 78], denkbar. Unterschiede zwischen OA- und RA-
Geweben konnten in diesen Farbungen beziglich der Verteilungsmuster jedoch nicht
beobachtet werden.

Die starkere Farbung im Endothel der Gefalie im Vergleich zu Media und Adventitia war
bei drei von 15 RA-Geweben sowie einem OA-Gewebe und insgesamt nur in einzelnen
GefalRen zu beobachten. Aufgrund dieses geringen Vorkommens scheint dies kein
typisches synoviales Farbemuster darzustellen und kann mit einer mdglichen lokalen
Gefal3aktivierung oder einer remissionsbedingten Reduktion der Entziindungsvorgange
in den betroffenen Geweben zusammenhangen, was jedoch im Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter untersucht wurde.

Ein moglicherweise bestehender vorwiegend erkrankungsférdernder Einfluss des
Tetraspanins CD81, wie er fir einige Tumorerkrankungen gezeigt werden konnte [41,
43, 74, 77, 79], lasst sich im Vergleich zur OA nicht feststellen. Dieser Vergleich kénnte
Uber den Einbezug von gesundem Synovialgewebe sowie funktionellen zellularen Tests

geklart werden, die jedoch nicht im Rahmen der Aufgabenstellung dieser Arbeit lagen.

5.3.3 Verteilungsmuster des Tetraspanins CD151 im RA- und OA-Synovium

Wie bereits in verschiedenen Studien beschrieben, zeigte sich CD151 weit verbreitet in
mehreren Zelltypen [73]. Eine Farbung lie3 sich auch in dieser Arbeit in nahezu allen
Geweben fir Zellen aller Bereiche des RA- und OA-Synoviums beobachten. Im
Vergleich zu anderen bewerteten Gewebearealen war CD151 durchschnittlich etwas
weniger exprimiert in Zellen des lining layers im OA- und RA-Gewebe sowie in
Endothelzellen von RA-Geweben. Der bei Zellen des lining layer durchschnittlich
niedrigere Score-Wert beruht auf 2/15 OA-Geweben mit einem Score von eins und 3/15
RA-Geweben mit einem Score von null bis eins. Somit basiert der Unterschied auf
wenigen Geweben. Insgesamt konnten keine weiteren Unterschiede zwischen OA- und
RA-Geweben beziglich der allgemeinen Verteilungsmuster fir CD151 (ohne
Berucksichtigung der Signalintensitat) beobachtet werden. Da auch fur CD151 unter
anderem eine Beteiligung bei der Aufrechterhaltung einer normalen zelluléren Integritat,

der Kommunikation zwischen Zellen [73, 85] sowie bei der Zellmotilitat [84] festgestellt
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werden konnte, ware auch bei CD151, wie bereits bei den Tetraspaninen CD63 und
CD81 vermutet, ein Zusammenhang zwischen der Expression in Zellen von lining layer,
GefalRen und sublining mit einer verstarkten zellularen Aktivierung in diesen
Gewebearealen zu vermuten, die sich in einer erhéhten Migration sowie verdnderten
Vorgéangen der Zelladhasion und —kommunikation, ggf. insbesondere im Bereich des
sublinings, darstellen konnten. Die fur CD151 ebenfalls gezeigte Rolle bei der
Angiogenese [84] und Expression als Oberflachenprotein in Endothelzellen [73] konnte
auch zur Entzundung bei der RA oder der OA beitragen. Gerade fur die RA ist eine
GefalRneubildung [12] und eine erhbhte Gefalldichte [13] bekannt. Der zudem
beobachtete Einfluss auf die Wundheilung [83] kbnnte, bezogen auf die vorliegende
Entzindung bei beiden Erkrankungen, ebenfalls von Bedeutung sein. Die funktionelle
Bedeutung des CD151 muss jedoch gezielt in zellularen Assays geklart werden, die nicht
im Rahmen der Aufgabenstellung dieser Arbeit lagen.

Auffallend fir CD151 war ein spezielles Farbemuster in Form von isolierten Signalen des
CD151-AKs im Bereich der Kerne von Zellen, welches dem von CD63 &hnelte. Eine
solche Kernfarbung fand sich bei CD151 in nahezu allen Zellen im lining layer, in
Gefalen, im sublining und Infiltraten aller Gewebeproben. Unterschiede zwischen OA-
und RA-Geweben lieRen sich dabei nicht feststellen. Vorangegangene Studien haben
eine intrazellulare Expression von CD151 in zytoplasmatischen Vesikeln und
perinuklearen Regionen [75] sowie die Beteiligung bei der Regulation der
Membranfusion [77] nachgewiesen. Wie im Fall von CD63 lasst sich daher die
Vermutung aufstellen, dass es sich bei dem Farbemuster um Vesikel mit erhdhter
CD151-Dichte handeln konnte.

Die starke Farbung von CD151 der Zellauslaufer von Zellen des sublinings betraf ebenso
nahezu alle Gewebe. Auffallend war hierbei die Form der Auslaufer, welche stark an die
Form von Fibroblasten erinnern lasst. Eine eindeutige Identifikation als Fibroblasten
musste jedoch z.B. durch Doppelfarbungen erst folgen, war jedoch nicht Teil der
Aufgabenstellung dieser Arbeit. Die verstarkte Expression in fibroblastaren
Zellauslaufern konnte jedoch auf eine erhohte Motilitat der Zellen im Bereich des
sublinings hinweisen.

Weniger haufig war eine verhaltnismalig starke Farbung des Endothels im Vergleich zu
Media und Adventitia zu beobachten. Eine solche Farbung betraf etwa die Halfte der
Gefal3e im Gewebe (Score 2), im RA-Gewebe mit etwas geringerer Tendenz. Funf der
15 OA- und sechs der 14 eingeschlossenen RA-Gewebe wiesen fur das Merkmal einer
verhaltnismafig starken Farbung des Endothels im Vergleich zu Media und Adventitia

auf (Score 0-1), darunter die bereits oben erwéhnten Gewebe mit generell schwacherer
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Farbung. Die Kategorie der verhaltnismaRig starken Farbung des Endothels im
Vergleich zu Media und Adventitia erscheint vor dem Hintergrund der bereits in anderen
Studien nachgewiesenen Beteiligung des Tetraspanins CD151 bei der Angiogenese [84]
und Expression als Oberflachenprotein in Endothelzellen [73] von Bedeutung.

Ein mdéglicherweise bestehender fordernder Einfluss des Tetraspanins CD151 auf die
Migration von Zellen, wie er fir einige Tumorerkrankungen gezeigt werden konnte [41,
73, 81, 84-86, 89-95], lasst sich im Rahmen der hier durchgefuhrten histologischen
Analyse zwar nicht nachweisen, kénnen jedoch auf entsprechende Veranderungen
hinweisen. Die Farbung in entziindlichen Infiltraten und insbesondere die isolierten
Signale des CD151-AKs im Bereich der Kerne von Zellen in lining layer, Geféal3en,
sublining und Infiltraten weisen auf eine vermehrte Expression von CD151 durch
aktivierte Zellen hin. Der dabei beobachtete Zusammenhang zwischen einer
hochregulierten CD151-Expression und der Resistenz gegen eine medikamentdse
Tumortherapie [96], kdnnte auch im Hinblick eines eventuellen Einflusses auf eine
Resistenz der medikamentdsen Therapie bei der RA interessant sein. Ein weiteres
Resultat aus vorherigen Forschungen zur Arthrose zeigte eine Uberexpression von
CD151 im betroffenen Knorpel und die Vermutung eines Einflusses beim Prozess der
Knorpelzerstérung [98]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zwar kein Knorpel untersucht,
aber da der Prozess der Knorpelzerstérung auch bei der RA von groRer Bedeutung ist,

erscheint eine weitere Untersuchung von CD151 in Gewebe mit Knorpel interessant.

Insgesamt zeigten sich die Verteilungsmuster der Tetraspanine homogen bei RA- und
OA-Geweben. Jedoch gab es Gewebe, die sich im Verteilungsmuster unterschieden. So
zeigte sich bei einem RA-Gewebe ein Abweichen im Verteilungsmuster in Zellen des
lining layer und in Endothelzellen fiir CD151 und bei Endothelzellen fur CD63 im
Vergleich zu den anderen Geweben. Dieses Gewebe zeigte generell bei allen
Farbungen zu den drei Tetraspaninen ein weniger ausgepragtes Verteilungsmuster. Die
zu diesem Gewebe vorhandenen klinischen Daten ergaben keine erhéhten
Entzindungswerte oder Auffalligkeiten im Rahmen des klinischen Erscheinungsbildes,
allerdings wurde eine Einnahme von drei entziindungshemmenden Medikamenten
(Glukokortikoid, Methotrexat und Abatacept) angegeben. Auch im Gewebe lie3en sich
keine Entziindungszeichen wie beispielsweise ein Infiltrat beobachten. Ein weiteres RA-
Gewebe zeigte in Zellen des lining layer und Endothelzellen bei den Farbungen aller
Tetraspanine ein schwach ausgepragtes Verteilungsmuster. Die klinischen Daten
wiesen auf einen leichten Entzindungsgrad wund die Einnahme zwei

entziindungshemmender Medikamente (Methotrexat und Meloxicam) hin. Auch dieses
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Gewebe wies kein Infiltrat als aktives Entziindungszeichen auf. Beide Gewebe zeigten
somit nur leichte Entzlndungswerte in den Kklinischen Daten sowie keine
Entzindungszeichen in den Geweben. Hierbei kdnnten sich die beiden Patienten in der
Phase einer Remission mit Riickgang des Entziindungsgeschehens befinden und dies
kénnte mit einer geringen Tetraspanin-Expression einhergehen. Allerdings kann eine
geringere Anfarbbarkeit im Prozess der Gewebeverarbeitung oder Schnittherstellung bei
diesen Geweben nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Hinweise auf fibrotische
Verédnderungen im sublining gab es fur die erwahnten Gewebe nicht. Da fiir das lining
layer in OA- und RA- sowie Endothelzellen in RA-Geweben durchschnittlich eine
mittelstarke Farbung mit Tendenz zur starken Farbung vorlag, konnte der Unterschied
im Verteilungsmuster anhand der klinischen Daten nicht geklart werden.

5.4 Verteilungsmuster von CD81 und CD151 in der Doppel-

Immunfluoreszenz

Eine Doppel-IF wurde fir die beiden Tetraspanine CD81 und CD151 erfolgreich etabliert
und jeweils sechs OA- und RA-Gewebe geféarbt und ausgewertet. Es zeigten sich dabei
keine Unterschiede zwischen OA und RA bei den Verteilungsmustern beider
Tetraspanine. Kleinere Unterschiede sollten auf der Basis der limitierten Probenzahl fur
OA und RA vorsichtig interpretiert und kritisch bewertet werden. Mittels der Doppel-IF
konnte jedoch die Lokalisation der beiden Tetraspanine zueinander gut dargestellt und
erfasst werden. Im zytoplasmatischen Bereich von Zellen in GefalRen und im sublining
fand sich vorwiegend eine Expression von CD81. Dagegen zeigte sich im Bereich der
Kerne von Zellen in lining layer, GefdlRen sowie bei der Halfte der Gewebe auch in
Zellkernbereich des sublinings ein Signal fur CD151. Eine Expression beider
Tetraspanine liel3 sich dagegen im zytoplasmatischen Bereich von Zellen im lining layer,
in den Zellauslaufern von Zellen im sublining und bei der Halfte der Gewebe in den
Zellkernbereichen des sublinings erkennen. Hierbei muss angemerkt werden, dass die
Lokalisation an der Zellstruktur orientiert stattfand. Der als Zytoplasma benannte Bereich
umgibt den Zellkern. Ob es sich hierbei um ein Signal von der Zellmembran handelt,
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden, kdnnte aber Uber konfokale
Mikroskopie genauer beleuchtet werden. Die in der Doppel-IF beobachtete
Signalverteilung der beiden Tetraspanin-AKs gegen CD81 und CD151 wirde die zuvor
gedullerte Vermutung, dass CD81 vorwiegend in der Zellmembran und CD151 auch in
Membranen von intrazellularen Organellen wie beispielsweise sekretorischen Vesikeln

exprimiert wird, unterstitzen. Bei dem in der Doppel-IF beobachteten orangenen bzw.
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gelb-griinen Signal sowohl im zytoplasmatischen Bereich von Zellen im lining layer als
auch in den Zellauslaufern von Zellen des sublinings ist auf ein Uberlagerungssignal aus
beiden Antikdrpern zurickzufihren, sodass hier eine Ko-Expression der beiden
Tetraspanine CD81 und CD151 in der Zellmembran oder im Zytoplasma vermutet
werden kann. Eine Lokalisation in der Zellmembran erscheint wahrscheinlicher, da es
sich bei Tetraspaninen um Transmembranproteine handelt und die Signhale in dem
beschriebenen Bereich gleichmallig und flachig erschienen. Auch hier ware eine
konfokale Mikroskopie zur genaueren Lokalisation des Signalursprungs interessant.
Besonders auffallend zeigte sich auch bei der Doppel-IF das spezielle Farbemuster des
CD151-AKs in Form von isolierten Signalen. Diese zeigten sich im Bereich der Zellkerne.
Eine Uberlagerung des CD81-AKs durch &hnliche isolierte Signale konnte nicht
beobachtet werden, sodass bei dieser Lokalisation vermutlich eine alleinige Expression
des Tetraspanins CD151 vorliegt. Eine weitere Identifikation dieser Struktur
beispielsweise durch eine konfokale Mikroskopie kénnte weiteren Aufschluss tber die
Aufgabe dieser Zellstruktur und damit auch Uber eine moégliche Bedeutung des

Tetraspanins CD151 in zellularen Vorgangen bzw. in der Pathogenese der RA geben.

Auch in der Doppel-IF wurde zur Analyse ein semiquantitativer Score zur Auswertung
der Expression von CD81 und CD151 entwickelt. Subjektive Einflisse bei der Bewertung
kénnen jedoch nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Orange oder gelbe bis
hellgriine Signale wurden in diesem Score als Uberschneidende Signale der beiden
Tetraspanine definiert. Die Signale konnen sich einerseits durch gemeinsame
Lokalisation Uberlagern oder andererseits getrennt in zwei Ebenen vorliegen. Die finale
Ko-Lokalisation kann erst durch konfokale Mikroskopie zur Auflosung der
dreidimensionalen Struktur im Gewebe ermittelt werden. Dabei kdnnte auch die fur die
beiden Tetraspanine CD81 und CD151 bekannte Fahigkeit, Komplexe in sogenannten
TEMs (tetraspanin-enriched microdomains) zu bilden und Interaktionen miteinander
einzugehen [43, 73, 75, 78, 79] genauer untersucht werden, da diese Interaktionen eine

Auswirkung auf zellulare Funktionen wie Zellbewegung und Adhésion haben [28, 33].

Eine Doppel-IF fur die beiden Tetraspanine CD63 und CD151 wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht etabliert. Die Darstellung der Lokalisation beider Tetraspanine im direkten
Vergleich, wére aber insbesondere durch das Auftreten von isolierten Signalen, welche
sowohl fur den CD63- als auch fir den CD151-AK im Bereich von Zellkernen beobachtet
werden konnten, von grofRem Interesse. Das Vorkommen einer Ko-Lokalisation der
Tetraspanine CD63 und CD151 in TEMs ist bereits bekannt [73]. Somit bietet diese
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Arbeit die Basis flr weitergehende Untersuchungen zur Anreicherung von TEM in der

Zellmembran pathophysiologisch relevanter Zellen bei der RA.

5.5 Vergleich der zellularen Signalintensitat der Tetraspanin-
Farbemuster im RA- und OA-Synovium

Bei der Auswertung der Farbintensitat von Zellen im sublining wiesen bei allen drei
Tetraspaninen CD63, CD81 und CD151 nahezu alle Zellen ein Signal auf. Fur das
Tetraspanin CD63 zeigte sich bei der Auswertung der Farbintensitat in der IF-Farbung
ein hoherer Anteil stark positiv gefarbter Zellen im sublining von RA-Geweben als im
sublining von OA-Geweben. Auch der Unterschied zwischen stark und schwach
positiven Zellen erwies sich in RA-Gewebe als statistisch signifikant (p<0,001). Dies
konnte auf eine erhohte Expression des Tetraspanins CD63 im Rahmen der RA
hinweisen. Zu den im sublining vorkommenden Zellen gehéren Fibroblasten, Fettzellen,
Makrophagen und Lymphozyten [5]. Hier konnte eine erhéhte Expression des
Tetraspanins CD63 insbesondere bei Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten zu
einer vermehrten Migrationsfahigkeit und damit zu einem krankheitsfordernden Effekt
fihren. Im Rahmen von Studien zu Tumorerkrankungen wurde ein solcher Einfluss
bereits beobachtet [34, 41, 60, 63, 65—70]. Dies wird weiterhin durch die Beobachtung
unterstiitzt, dass insbesondere langliche Zellen mit langen Auslaufern, welche in ihrem

Aussehen Fibroblasten entsprechen, eine CD63-Expression zeigen.

Bei Betrachtung des Tetraspanins CD81 ergab sich im Vergleich zu RA-Gewebe ein
hdherer Anteil stark positiver Zellen im sublining von OA-Gewebe. In RA-Gewebe
Uberwog der Anteil schwach positiver Zellen. Dabei wiesen OA- und RA-Gewebe
signifikante Unterschiede zwischen stark und schwach positiven Zellen auf (OA p<0,001;
RA p=0,016). Im Rahmen der Forschung zu Tumorerkrankungen konnte ein vorwiegend
metastasierungsfordernder Einfluss beobachtet werden [41, 43, 74, 77, 79]. Durch eine
reduzierte Expression von CD8L1 in Zellen des sublinings im RA-Gewebe kénnte somit
die Migrationsfahigkeit von Zellen gehemmt sein, wodurch eventuell entziindungs- und
krankheitsfordernde Zellen den Bereich der Entziindung und Destruktion nicht verlassen
konnten. Eine &hnliche Beobachtung konnte bereits im Kontext der RA fir CD82

gemacht werden [29].

Fur das Tetraspanin CD151 ergaben sich bei der Auswertung der Farbintensitat in den
Zellen des sublinings keine Unterschiede zwischen OA- und RA-Gewebe. Wurden OA-

bzw. nur RA-Gewebe beziglich zellularer Farbintensitat separat betrachtet, wiesen
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sowohl OA-Gewebe als auch RA-Gewebe einen signifikanten Unterschied zwischen
dem Anteil stark positiv gefarbter und dem Anteil schwach positiv gefarbter Zellen
bezogen auf die Gesamtzellzahl auf (p<0,001 fir jeweils OA sowie RA). Dabei liel3en
sowohl OA- als auch RA-Gewebe einen deutlich héheren Anteil stark positiver Zellen
erkennen. Da OA und RA beide mit Entzindungsgeschehen einhergehen kdnnen,
schlief3t eine sich zwischen den Erkrankungen nicht unterscheidende Expression von
CD151 eine Beteiligung an Entziindungsvorgangen nicht aus. Jedoch wirde eine solche
Beteiligung sich als nicht spezifisch fur die RA erweisen. Im Rahmen von Studien zu
Tumorerkrankungen wurde ein migrationsfordernder Einfluss von CD151 bereits
beobachtet [41, 73, 81, 84-86, 89-95]. So konnte eine starke Expression des
Tetraspanins, wie sie sich in Zellen des sublinings zeigte, insbesondere bei Fibroblasten,
Makrophagen und Lymphozyten zu einer vermehrten Migrationsféahigkeit und damit zu
einem krankheitsfordernden Effekt fuhren. Da die drei Tetraspanine jeweils auf 15 RA-
und OA-Geweben derselben Patienten nachgewiesen wurden und Unterschiede in der
Farbintensitat fur die jeweiligen Tetraspanine zwischen OA- und RA-Gewebe sowie der
Anteile stark und schwach positiv gefarbter Zellen zu beobachten waren, impliziert dies,
dass Tetraspanine unterschiedliche oder sogar entgegengesetzte Aufgaben besitzen

kdnnten.

Die Auswertung der Farbintensitat des Fluoreszenzsignals erfolgte anhand im Rahmen
dieser Arbeit definierter semiquantitativer Scores. Die Definition der Einteilung in starke
und schwache Intensitaten erfolgte hauptséchlich durch die Promovendin. Um den
subjektiven Einfluss zu reduzieren, wurden verschiedene Malinahmen ergriffen.
Einerseits wurde der semiquantitative Score inklusive einer detaillierten Beschreibung
des Vorgehens und der Umgebungsbedingungen zur Beurteilung der Farbintensitat
generiert, um die Reproduzierbarkeit zu erleichtern. Weiterhin wurde der Score durch
zwei weitere Personen anhand der Beschreibung angewendet. Im Vergleich dieser drei
unterschiedlichen und unabhangig beurteilten Ergebnisse, fielen zwar Unterschiede
zwischen den drei Scorern bei der Auswertung einzelner Gewebe sowie den
arithmetischen Mittelwerten fir alle OA- oder RA-Gewebe beziglich der Anzahl an stark,
schwach oder nicht positiven Zellen auf. Wurde jedoch der arithmetische Mittelwert fiir
alle OA- oder RA-Gewebe beziglich des Anteils dieser Zellen an der Gesamtzahl
betrachtet, zeigte sich nur ein sehr geringer Unterschied zwischen den Scorern
(Standardabweichungen zwischen 2% und 7 %). Unterschiede zwischen den
Ergebnissen der Scorer sind auf das individuelle Vorgehen beim Ein- und Ausschlie3en

der fur die Bewertung insgesamt beurteilten Zellen zuriickzufiihren. Die Definition,
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welche Zellen des lining layers oder der Gefalde nicht eingeschlossen werden sollten,
erwies sich zwar als schwierig und lie3 Interpretationsspielraum zu, mit der Berechnung
des Anteils stark oder schwach positiver Zellen an der Gesamtzellzahl konnte dieser
Unterschied jedoch verringert werden. Eine Stichprobenanzahl von 15 Geweben fir OA
und RA trug weiterhin zur Reduktion individueller Unterschiede bei. Aufgrund des
geringen Unterschieds zwischen den drei unabhéngigen Scorern fur die Bewertung von
stark oder schwach positiven Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl wurde eine
ausreichende Validitat von Score und Vorgehen bei der Auswertung von CD63
angenommen. Es erfolgte anschliel3end eine weitere Auswertung fur die Tetraspanine
CD81 und CD151 durch die Promovendin selbst, die auch den Gewebeausschnitt zur
Quantifizierung in 400-facher VergroRerung ausgewahlt hatte. Demnach handelt es sich
bei den Ergebnissen zur Farbintensitatsauswertung um eine Tendenz, welche durch

andere Verfahren validiert und daher kritisch bewertet werden mussen.

5.6 Korrelationen der Expression von Tetraspaninen

Die Ergebnisse zur histologischen Expression der verschiedenen Tetraspanine wurden
mit klinischen Daten korreliert. Die durchgefuhrten Korrelationsanalysen sollten neben
moglicherweise bestehenden Korrelationen zwischen den Tetraspaninen untereinander
auch eventuelle Einflisse verschiedener Krankheitsverlaufe aufdecken. Aufgrund der
Beschrankung des Wertespektrums des Scores zur Auswertung der IF-Farbungen auf
vier Werte (Score 0 bis 3) koénnten Korrelationen zufallig entstehen. Daher wurden
Proben von je 15 verschiedenen RA- und OA-Proben analysiert. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass kleine Unterschiede mit dem Score nicht erfasst werden

kdnnen.

Fur die Expression des Tetraspanins CD63 ergab sich eine Korrelation zwischen der
CD63-Expression in Endothelzellen mit der CD63-Expression durch Zellen des
sublinings. Bei einem Korrelationskoeffizienten von rs=0,46 lag eine ungleichméaRige
Verteilung mit Konzentration der meisten Werte auf einzelnen Punkten vor. Es l&sst sich
somit nur erkennen, dass, wenn viele Endothelzellen CD63 exprimieren, dies auch fur
die Zellen im sublining zutrifft. Wirde CD63, wie bereits in Kapitel 5.3.1 vermutet, eine
Rolle bei der Vermittlung der Infiltration von Entziindungszellen in entziindetes Gewebe
spielen, kdnnte diese Korrelation einen Hinweis darauf geben, dass hier verstarkt
Entzindungszellen durch die Gefalie und das angrenzende sublining gefuhrt werden.

Die Korrelation der CD63-Spezialkategorien Kernmuster LL vs. Kernmuster EZ (Abb. 26)

zeigt, dass auch hier statistisch ein Zusammenhang besteht (rs=0,62). Wenn in vielen
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Endothelzellen ein Kernmuster vorliegt, dann ist dies auch in vielen Zellen des lining
layers ausgepragt. Eine vergleichbare Korrelation fand sich fir das Kernmuster LL vs.
Kernmuster Media/Adventitia (rs=0,65). Ist in vielen Zellen der Media/Adventitia das
Kernmuster erkennbar, ist es auch in Zellen des lining layers ausgepragt. Dies kdnnte
sich dadurch erklaren, dass in diesen Gewebearealen CD63 exprimiert und in die
Zellmembranen befordert wird, um dort z.B. zur Vermittiung der Migration von
Entziindungszellen beizutragen.

Bei der Korrelation Kernmuster LL vs. Antiphlogistika (Abb. 26) lie3 sich bei einem
Signifikanzniveau von 0,01 und rs=0,62 ein moderater Zusammenhang zwischen den
Kategorien ermitteln, ein linearer Zusammenhang war graphisch nicht erkennbar, da die
Werte sich weit um die Regressionsgerade verteilten. Dies betraf auch die Korrelation
zwischen Kernmuster EZ vs. Antiphlogistika (Abb. 26) sowie Kernmuster EZ vs. Alter
des Patienten bei Entnahme (Abb. 26), bei denen ebenfalls eine breite Streuung der
Werte beobachtet wurde. Die Korrelationskoeffizienten nach Spearman wiesen auf
einen schwachen Zusammenhang der entsprechenden Kategorien hin (rs=0,40 und
0,45). Entsprechend ist flr diese Parameter nicht mit einem klinischen Zusammenhang

zu rechnen.

Fur das Tetraspanin CD81 ergab sich eine Korrelation zwischen Zellen des sublinings
und des LL (Abb. 27) bei einem Korrelationskoeffizienten von rs=0,41. Jedoch verteilten
sich hier nahezu alle eingeschlossenen Gewebe auf einem Wert, sodass eine
Interpretation der ermittelten Korrelation sich darauf beschrankt, dass alle Zellen des
lining layers ein CD81-Signal aufwiesen, wenn auch alle Zellen im sublining ein Signal
zeigten. Ahnlich zum CD63 kénnte auch CD81 in diesen Gewebearealen eine Rolle bei
der Migration und Zelladhasion von Zellen spielen (s. auch Kapitel 5.3.2) und bei der
Vermittlung der Migration von Zellen durch sublining ins lining layer helfen. Um eine
weitergehende Interpretation dieser Daten zu rechtfertigen, bendtigt es weitere Proben,
sowie einen Score mit einer groReren Spannweite, der die Unterschiede besser erfassen

kann.

Das Tetraspanin CD151 zeigte, wie auch CD63, Korrelationen zwischen Kernmuster LL
vs. Kernmuster EZ sowie Kernmuster LL vs. Kernmuster Media/Adventitia (Abb. 28).
Jedoch stellte sich auch bei diesen Korrelationen ein Fokus der meisten Werte auf einem
Punkt dar, sodass eine Korrelation und deren Interpretation ebenfalls auf nur eine
Aussage beschrankt sind. So zeigte sich, dass, wenn in allen Zellen im lining layer eine

Kernfarbung zu beobachten war, auch in allen Endothelzellen bzw. in allen Zellen der
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Media/Adventitia eine Kernfarbung erkennbar war (jeweils rs=0,44). Auch hier waren
mehr Gewebe notwendig, die andere Score-Werte aufweisen, ggf. unter Einbezug von
Synovialgewebe gesunder Personen, das jedoch nur schwer zuganglich ist. Fir den
Zusammenhang Kernmuster EZ vs. Kernmuster Media/Adventitia (Abb. 28) ergab sich
eine perfekte Korrelation (rs 1,0), jedoch liel3 sich wie auch bei den beiden zuvor
beschriebenen Korrelationen eine konzentrierte Werteverteilung erkennen. Daher ergab
sich zwar statistisch ein starker Zusammenhang, jedoch ist auch hier die Interpretation
eingeschrankt. Dennoch lasst sich, wie auch bei CD63, vermuten, dass, wenn das
Kernmuster in einer Struktur des Gewebes stark ausgepragt ist, dies auch in anderen
Strukturen mit starker Auspragung zu finden ist. Bei der Vermutung, dass CD151
ebenfalls eine Beteiligung bei der Regulierung von Migration und Zelladh&sion zukommt
(s. Kapitel 5.3.3), lassen sich Parallelen zu CD63 und CD81 finden. Mit dieser Funktion
des CD151 waére es denkbar, dass hier CD151 sowohl in vielen Endothelzellen sowie in
vielen Zellen des lining layers und der Media/Adventitia exprimiert wird, um eine
Migration von z.B. Entzindungszellen durch die Gefallwand in das lining layer zu
vermitteln.

Fur die Korrelation Kernmuster Zellen sublining vs. Zellauslaufer sublining (Abb. 28)
zeigte sich eine ungleichmalige Werteverteilung (rs=0,44). Eine Interpretation des
Zusammenhangs ist ahnlich zu den vorherigen Korrelationen auf eine Aussage
beschrankt. Lasst sich in allen Zellen des sublinings ein Kernmuster erkennen, so lasst
sich auch eine Farbung aller Zellauslaufer im sublining beobachten. Dies kénnte dadurch
erklart werden, dass, wenn CD151 in zytoplasmatischen Vesikeln exprimiert wird und
die Vesikel in die Zellmembranen integriert werden, diese Membranen auch entlang der
Zellauslaufer zu finden waren.

Die weiterhin ermittelten Korrelationen Kernmuster Zellen sublining vs. Antiphlogistika
sowie starke Farbung Endothel vs. Entnahmedatum ergaben jeweils eine breite
Streuung der Werte um die Regressionsgerade, sodass graphisch kein linearer
Zusammenhang der entsprechenden Kategorien ermittelt werden konnte. Statistisch
wurden nach Spearman Korrelationskoeffizienten von 0,45 und -0,49 berechnet,

dennoch ist kein Zusammenhang bei den untersuchten Parametern zu erwarten.

Bei der Analyse einer moglichen Korrelation zwischen CD63 und CD81 konnte eine
Signifikanz fur die zusammengefasste Gruppe aus OA- und RA-Geweben ermittelt
werden (Abb. 29). Eingeschlossen wurden die Auswertungskategorien, welche bei den
Immunfluoreszenz-Farbungen fir beide Tetraspanine untersucht wurden. Es ergaben

sich nur funf gemeinsame Kategorien, sodass der Stichprobenumfang begrenzt war.
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Dies liel3 keine sinnvolle Interpretation der Zusammenhange zu. Jedoch konnten die
Unterschiede in der Expression der beiden Tetraspanine in verschiedenen Bereichen
untersucht werden. So zeigte sich fur den Mittelwert aus OA und RA, dass CD8L1 in lining
layer, Endothelzellen sowie in Zellen des sublinings eine starker ausgepragte
Expression aufwies als CD63. In Zellen von Media und Adventitia sowie von Infiltraten
war die Expression von CD63 und CD81 gleich stark ausgepragt.

Im Vergleich der beiden Tetraspanine CD63 und CD151 ergab sich eine Korrelation auf
einem Signifikanzniveau von 0,05, wenn nur die Ergebnisse der OA-Gewebe beachtet
wurden (Abb. 29). Hier konnten zusatzlich zu den Kategorien LL, EZ, Media/Adventitia,
Zellen des sublinings und Infiltrate die weiteren gemeinsamen Kategorien des
Kernmusters beriicksichtigt werden. Insgesamt wurden somit zehn Kategorien
einbezogen, jedoch war auch dieser Stichprobenumfang zu gering. Wurden die
Kategorien im Diagramm einzeln betrachtet, resultierte eine starker ausgepragte
Expression von CD151 vor allem im Kernmuster von Zellen des lining layers, Endothels,
sublinings, Media und Adventitia und Infiltraten. Generell wiesen die Bereiche von lining
layer, Endothel, Media und Adventitia sowie sublining eine @hnliche Expression auf. In
Infiltraten schien CD63 etwas mehr exprimiert zu sein, wobei jedoch der sehr geringe

Stichprobenumfang der Gewebe mit Infiltraten (n=7) zu beachten ist.

Generell sollten alle ermittelten Korrelationen aufgrund des Stichprobenumfangs
entsprechend kritisch bewertet werden. Es handelt sich hierbei um die Korrelation von
Parametern, um mdogliche Unterschiede zu identifizieren, die als Hypothesen in spateren
Arbeiten geprift werden missen. Bei den statistischen Analysen der Ergebnisse, welche
im Rahmen dieser Arbeit erarbeitet wurden, konnte nicht von einer Normalverteilung
ausgegangen werden. Aus diesem Grund wurden, wie in den Methoden beschrieben,
nicht-parametrische Tests angewendet. Da viele der Ergebnisse keinen signifikanten
Unterschied zwischen OA- und RA-Gewebe ergaben, wurden fiir manche Analysen die
Gruppen der OA- und RA-Gewebe zusammengefasst, um einen groéReren
Stichprobenumfang zu ermdglichen. Bei Interpretationen, die sich aus diesen Analysen
ergaben, muss beachtet werden, dass Aussagen sich generell auf Gewebe mit
entzundlichen bzw. degenerativen Prozessen, nicht aber auf die Erkrankungen der OA
bzw. RA Ubertragen lassen. Mit den durchgeflhrten statistischen Analysen wurde das
Ziel dieser Arbeit verfolgt, erste Ergebnisse zu der Expression von Tetraspanine

aufzuzeigen und Anhaltspunkte fiir die weitere Erforschung zu schaffen.
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5.7 Tetraspanin-Expression in stimulierten Fibroblasten

Einen bedeutenden Faktor bei der Progression der RA und der Destruktion von
Gelenken stellt die Aktivierung von synovialen Fibroblasten durch verschiedene pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 oder TNFa dar [4, 29]. Diese hehmen eine
Schliusselrolle ein, indem sie Mediatoren wie Zytokine und Chemokine, welche die
Entzindung aufrechterhalten, sowie Proteasen, welche zur Knorpelzerstérung
beitragen, bilden [9, 11]. Dabei weisen sie in ihrem Verhalten einige Merkmale auf,
welche auch bei Tumorzellen beobachtet werden konnten. So wurde nachgewiesen,
dass RASF die Fahigkeit besitzen, ihren eigentlichen Zellverband zu verlassen und
durch Gewebe zu entfernten Gewebearealen zu migrieren [10, 29, 108]. Tetraspanine
wurden im Rahmen verschiedener Tumorerkrankungen bereits vielfach untersucht und
migrationsfordernde oder -hemmende Einflisse aufgezeigt (s. Kapitel 1.4.4 bis 1.4.7)
[41]. Uber die Rolle der Tetraspanine und deren Expression in den fur die RA
bedeutenden synovialen Fibroblasten ist noch wenig bekannt. In der vorherigen Studie
der Arbeitsgruppe zum Tetraspanin CD82 konnte im Vergleich zu OA-synovialen
Fibroblasten bereits eine erhdhte Expression in RA-synovialen Fibroblasten
nachgewiesen werden [29]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Expression der
Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 in RASF verglichen mit OASF und im
Zusammenhang mit einem proentziindlichen Stimulus untersucht.

In kultivierten RASF sollte Gberprift werden, ob proentziindliche Faktoren die
Expression der untersuchten Tetraspanine induziert und ob Unterschiede in der
Tetraspanin-Expression zwischen RASF und OASF bestehen. Hierzu wurden RASF mit
den Entzindungszytokinen IL-1B und TNFa stimuliert und zeigten eine deutliche
proentziindliche Reaktion in Form einer Proteininduktion von IL-6 im Vergleich zur
unstimulierten Kultur auf. Wie friiher schon gezeigt, erfolgte insbesondere eine durch IL-
1B induzierte Expression von IL-6 [116, 117].

Im Vorfeld wurde eine Messung der proentziindlichen Reaktion der RASF durchgefiihrt.
Hierbei und auch bei den Expressionsanalysen zu den Tetraspaninen fielen einzelne
Populationen auf, die in einer Analyse stark von den anderen Populationen abwichen.
Zu diesen Abweichungen lieRen sich jedoch in anderen Expressionsanalysen keine
Korrelate finden, sodass fir diese Populationen generell keine sich abgrenzenden
Eigenschaften vermutet wurden und kein Hinweis zum Ausschluss identifiziert werden
konnte. Somit lasst sich eine besonders starke Reaktion einiger Populationen
wabhrscheinlich auf die natirliche Varianz bei Stimulierungen zuriickfiihren, welche sich

auf einer unterschiedlichen Zellzahl pro Kulturplatte sowie einer stark
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patientenabhéngigen Reaktivitéat der Zellen begrindet. Diese Variabilitat spiegelte sich
auch in den Ergebnissen der Tetraspaninexpressionen wider.

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit je finf Populationen von OASF und RASF
in die Stimulationsversuche eingeschlossen. OASF als Vergleichsgruppe wurden
gewahlt, um eine Vergleichbarkeit zur parallelen histologischen Auswertung zu
ermdglichen. Es konnte nicht von einer Normalverteilung der generierten Daten
ausgegangen werden, sodass nicht-parametrische Tests fir die statistischen Analysen
eingesetzt wurden. Bei den durchgefuhrten Analysen wurde das Ziel verfolgt, erste
Ergebnisse zu einer moglichen Induktion der Tetraspanin-Expression in RASF durch
proentziindliche Faktoren sowie zu mdéglichen Unterschieden in der Tetraspanin-
Expression zwischen RASF und OASF aufzuzeigen und Anhaltspunkte fir die weitere
Erforschung zu schaffen. Die durch diesen Ansatz bedingte geringe Stichprobenanzahl
und die damit einhergehende breite Streuung bei den Tetraspanin-Expressionsanalysen
fuhren dazu, dass die Ergebnisse der Tetraspanin-Expressionen in den
Fibroblastenstimulierungen kritisch bewertet werden sollte. Eine maoglicherweise
veranderte Tetraspanin-Expression in RASF und eine Beteiligung der Tetraspanine im
Krankheitsgeschehen der RA ist somit nicht ausgeschlossen und die Ergebnisse sollten

beispielsweise durch eine Stichprobenumfangerweiterung weiter geprift werden.

5.7.1 Expression des Tetraspanins CD63

Die bei Expressionsanalysen zu CD63 fur 17 h mit IL-1B stimulierten RASF zeigten
durchschnittlich eine nicht signifikante und nur leicht reduzierte CD63-Expression
gegenuber der unstimulierten RASF-Kultur. TNFa stimulierte RASF dagegen wiesen
eine signifikante und starkere Reduktion der CD63-Expression verglichen mit durch IL-
18 stimulierten sowie unstimulierten RASF auf. Dies wirde auf eine Reduktion von
CD63-Expression bei im Rahmen eines Entziindungsprozesses aktivierten RASF
hinweisen. Zu beachten ist allerdings, dass die RASF fur 17 Stunden stimuliert wurden.
Nicht auszuschlie3en ist also, dass der Vorgang der Reduktion der CD63-Expression
bereits durch eine Gegenregulation abgeschwécht ist. Um dies zu tberprifen, wurden
dreistundige Stimulierungen durchgefuhrt. Durch IL-18 und TNFa erhdhte sich die CD63-
Expression bei RASF nach drei Stunden im Schnitt, erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz. Die Ergebnisse der dreistiindigen Stimulierung lassen vermuten, dass es im
Rahmen eines Entzindungsgeschehens bei aktivierten RASF zunéchst zu einer
Induktion der CD63-Expression und im zeitlichen Verlauf zu einer Gegenregulation
kommt, sodass die CD63-Expression nach 17 Stunden reduziert ist. Dies wirde der

Kinetik vieler Membranproteine entsprechen, bei der durch einen Entzindungsstimulus
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eine zeitlich limitierte Expression und Proteinproduktion induziert wird, die dann wieder
reduziert wird. Um dies zu prifen, sind jedoch hohere Fallzahlen und weitere
Stimulationszeitpunkte notwendig. Da das Tetraspanin CD63 bei vielen Vorgangen,
welche auch im Prozess der Entziindung von Bedeutung sind, eine Rolle spielt [34, 60,
62, 63], lasst sich der Grund fur die beobachteten Veranderungen somit schwer
ermitteln. Eine Hochregulierung koénnte im Sinne einer Beteiligung an Signalwegen,
Sekretionsprozessen, Proliferation, Differenzierung, Migrationsvorgédngen sowie der
Regulierung von Zelladharenzen durch Organisation verschiedener Integrine oder dem
Uberleben der Zellen erfolgen, wie sie bereits in anderen Studien zu CD63 beobachtet
wurden (s. Kapitel 1.4.5). Diese kénnte nach der erfolgten ersten Entziindungsreaktion
wieder reduziert und sogar gehemmt werden, um beispielsweise im Bereich der
Destruktion ein Verlassen von entzindungs- und krankheitsfordernden Zellen zu

verhindern.

Bei der dreistundigen Stimulation von OASF lie3 sich ebenso kein signifikanter
Unterschied durch die entziindliche Stimulierung erzielen (s. Abb. 32). Eine leichte
Erhohung durch IL-1 wird hauptsachlich durch eine Population induziert. Ohne diese
Population wiirde durchschnittlich einen arithmetischen Mittelwert von einer 0,79-fach
reduzierten CD63-Expression bei den IL-1B stimulierten OASF sowie einer 1,22-fach
hoheren CD63-Expression bei TNFa stimulierten OASF im Vergleich zur unstimulierten
OASF-Kultur ergeben. Dies wirde im Vergleich zu dreistiindig stimulierten RASF bei
den OASF eine reduzierte statt erhohter CD63-Expression fur Stimulation mit IL-13
sowie eine etwas reduzierte CD63-Expression fir die TNFa stimulierten OASF
aufzeigen. Ein solcher Unterschied zwischen OA und RA koénnte fir den Fall, dass die
Ergebnisse bei weiteren Untersuchungen bestatigt werden, auf unterscheidende
Prozesse wahrend der Entziindung bei der RA zurlickzuftihren sein. Um Ursache und
Wirkung einer mdoglichen Induktion der CD63-Expression nach Entzlindungsreiz
nachzugehen, werden weitere Untersuchungen bendétigt. Aufgrund der limitierten
Fallzahl und der limitierten Anzahl an Stimulationszeitpunkten ist eine klare Aussage
nicht moglich, weist jedoch auf eine komplexe Expressionskinetik der Membranproteine
hin.

5.7.2 Expression des Tetraspanins CD81

Fur das Tetraspanin CD81 ergaben sich bei den Stimulationsversuchen durchschnittlich
sowohl bei 17-stiindiger als auch bei dreistiindiger Stimulierung der RASF fur beide

Entzindungszytokine erhdhte, nicht signifikante CD81-Expressionen verglichen mit der
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unstimulierten RASF-Kultur. Auch hier reagierten nicht alle Populationen mit erhéhter
CD81-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kultur. Eine breite Streuung fiel vor
allem bei Stimulation mit TNFa auf. In der Gruppe der dreistiindig mit TNFa stimulierten
RASF zeigte sich ebenfalls eine breite Streuung mit reduzierten als auch erhdhten
CD81-Expressionen der einzelnen Populationen (s. Abb. 34). Eine Population reagierte
bei proentzindlicher Stimulierung mit einer Hochregulierung von CD81, daher stellt sich
die Frage, ob diese Population generell leichter mit einer Tetraspanininduktion reagiert.
Ein Grund zum Ausschluss dieser Population lag nicht vor. Die Subgruppenanalyse ohne
diese Population ergab einen arithmetischen Mittelwert einer 0,65-fach reduzierten
CD81-Expression bei IL-1[3 stimulierten RASF und eine 2,10-fach hohere Expression fur
TNFa stimulierte RASF im Vergleich mit der unstimulierten Kultur. Fir die dreistiindig
stimulierten OASF liel3 sich zwar durchschnittlich eine erhdhte CD81-Expression
verglichen mit der unstimulierten OASF-Kultur feststellen, die jedoch nur auf einer stark
induzierten Population basiert (s. Abb. 34). Fuhrte man auch hier eine
Subgruppenanalyse durch, so resultierte eine durchschnittlich 0,41-fache Reduktion der
CD81-Expression bei IL-1B stimulierten sowie eine 0,39-fach reduzierte Expression bei
TNFa stimulierten OASF im Vergleich mit der unstimulierten RASF-Kultur. Somit wiirden
OASF mit einer starkeren Reduktion der CD81-Expression auf proentziindliche Faktoren
reagieren als RASF. Da ein begrindeter Ausschluss von Populationen nicht
gerechtfertigt werden konnte, ist eine solche Vermutung spekulativ und bedarf weiterer
Prifung. Weitere Untersuchungen und eine Stichprobenerweiterung sowie Erweiterung
der Expressionskinetik sind von Interesse, da auch das Tetraspanin CD81 mit seinen
bisher erforschten Beteiligungen in Zellvorgéangen [31, 43, 74, 75, 78] in der RA und den

synovialen Fibroblasten eine Rolle spielen konnte (s. Kapitel 5.3.2 und 5.5).

5.7.3 Expression des Tetraspanins CD151

Im Rahmen der RASF-Stimulationsversuche zum Tetraspanin CD151 konnte bei einer
Stimulationsdauer von 17 Stunden eine durchschnittlich reduzierte CD151-Expression
fur die Stimulation mittels IL-1p und eine minimal erhéhte Expression bei Stimulierung
mittels TNFa im Vergleich zu unstimulierten RASF festgestellt werden, die jeweils nicht
statistisch signifikant waren. Zu beachten ist erneut eine breite Streuung der einzelnen
Populationen. So lagen bei beiden Stimulierungsfaktoren sowohl Populationen mit
erhohter als auch Populationen mit reduzierter CD151-Expression vor. Weiterhin
auffallend war eine nach oben abweichende Expression fir eine Population (s. Abb. 35),
die bereits bei der Messung der proentziindlichen Reaktion mit einer, verglichen mit den

anderen vier Populationen, sehr starken Expression von IL-6 nach Stimulation mit IL-13

141



Diskussion

auffiel (s. Abb. 30). Dies weist moglicherweise auf eine Abhangigkeit der Induktion mit
der Reaktivitat der einzelnen Zellpopulation hin. Ohne Einbeziehung dieser Population
wirde die CD151-Expression fir beide Stimulierungsvarianten niedriger ausfallen,
jedoch ergab sich wie zuvor kein Anhalt, diese Population auszuschliel3en. Bei der
dreistiindigen Stimulation zeigten sich im Vergleich zur unstimulierten Kultur eine
reduzierte CD151-Expression bei IL-1B stimulierten und eine héhere Expression bei
TNFa stimulierten RASF. Diese basiert jedoch lediglich auf einer Population, die eine
sehr grof3e Differenz zu allen in dieser Arbeit mittels Real-Time-PCR ermittelten
Ergebnissen aufwies, bei der aber kein Grund fir die unterschiedlicher Reaktivitat
ersichtlich war. Wird eine Subgruppenanalyse ohne die Population durchgefiihrt, ergab
sich eine 0,70-fach reduzierte CD151-Expression fur IL-18 stimulierte und eine 0,68-fach
reduzierte Expression fur TNFa stimulierte RASF verglichen mit der unstimulierten
RASF-Kultur. Vor allem fur die Gruppe der mittels TNFa stimulierten RASF wies eine
solche Subgruppenanalyse einen bedeutenden Unterschied auf, sodass eine
Vergrof3erung des Stichprobenumfangs zur Identifizierung moglicher

Expressionsunterschiede notwendig ware.

Bei Betrachtung aller Populationen liel3 sich auf einen Entziindungsreiz mit IL-13 bei den
RASF eine Reduktion der CD151-Expression ohne darauffolgende Gegenregulation
nach 17 Stunden feststellen. Bei Stimulierung mit TNFa zeigten RASF zunachst eine
starke Induktion der CD151-Expression, gefolgt durch eine Gegenregulation auf ein der
unstimulierten RASF-Kultur entsprechendes Expressionsniveau. Koénnte man die
Subgruppenanalyse rechtfertigen, ergébe sich fir beide Entziindungszytokine zunachst
eine Reduktion der CD151-Expression bei den RASF, welcher anschlieend eine
Regulation entgegengewirkt, sodass sich nach 17 Stunden bereits teilweise eine
Normalisierung auf ein Expressionsniveau der Vergleichsgruppe eingestellt hatte. Diese
Vermutung ist aufgrund bereits erwahnter Aspekte spekulativ und bedarf weiterer
Prifung. Fur die dreistiindig stimulierten OASF konnte im Vergleich zur unstimulierten
Kultur eine durchschnittlich gleichbleibende CD151-Expression nach Stimulierung
mittels IL-13 sowie einer gesteigerten Expression bei mittels TNFa stimulierten OASF
beobachtet werden. Dabei lie sich eine breite Streuung mit jeweils reduzierten und
erhdhten Expressionsniveaus der Populationen im Vergleich zur unstimulierten OASF-
Kultur beobachten. Dies wirde nach Entziindungsreiz mittels IL-13 keine veranderte
CD151-Expression bei OASF und eine Reduktion bei RASF aufzeigen, wéhrend eine
TNFa-Stimulation eine Induktion der Expression auf beiden Seiten von OASF und RASF

bewirken wirde. Da das Tetraspanin CD151 mit den bereits nachgewiesenen
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Beteiligungen an Zellvorgéangen wie der Aufrechterhaltung einer normalen zellularen
Integritat, Zellkommunikation, Zellmotilitat, Angiogenese sowie der Rolle bei
Metastasierungsvorgangen im Rahmen von Tumorerkrankungen [81, 83—86] ebenfalls
im Krankheitsgeschehen der RA und im besonderen Maf3 bei synovialen Fibroblasten
von Bedeutung sein konnte, wirden weitere Untersuchungen wund eine
Stichprobenerhéhung und einer detaillierten Zeitkinetik einen erweiterten Einblick

verschaffen.

5.8 Erkenntnisse zu den Tetraspaninen CD63, CD81 und CD151

Die Experimente, welche im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, zeigten, dass
die Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 im Synovium sowohl von RA als auch von
OA exprimiert werden. Mit Nachweis der Expression in lining layer, sublining und
GefalRen bestatigte sich die ubiquitare Verteilung der Tetraspanine. Unterschiede
zwischen OA und RA liel3en sich beziiglich Verteilungsmuster der Tetraspanine in den
Gewebearealen nicht feststellen. Da fur alle untersuchten Tetraspanine eine Beteiligung
bei der Vermittlung von Zellmigration und -adhasion vermutet werden kann (s. auch
Kapitel 5.3.1 bis 5.3.3), wiirde hierbei eine Expression auf vielen Zellen der Gefal3wand,
des sublinings und des lining layers eine Migration von beispielsweise
Entziindungszellen in das lining layer ermoglichen. So zeigten auch einige der
durchgefiihrten Korrelationen den Zusammenhang, dass, wenn in manchen
Gewebearealen viele Zellen ein Tetraspanin exprimierten, dieses auch in vielen Zellen
anderer Areale exprimiert wurde.

Zwar konnte flr die Tetraspanine beziiglich des Verteilungsmusters im Gewebe kein
Unterschied ermittelt werden, jedoch ergab die Auswertung der zellularen
Signalintensitat der Tetraspaninsignale im sublining Unterschiede zwischen OA und RA.
So zeigten sich im Vergleich zur OA fir die RA Hinweise auf eine erhdhte Expression
von CD63, eine reduzierte Expression von CD81 sowie eine gleiche Expression von
CD151. Dies konnte erste Hinweise auf unterschiedliche oder sogar entgegengesetzte
Funktionen der Tetraspanine aufzeigen. Hierbei ware auch eine Untersuchung der
Signalintensitat der Tetraspaninsignale in den weiteren Gewebearealen lining layer und
in den Gefalien hinsichtlich einer Bestéatigung oder eines Abweichens der Ergebnisse
interessant.

Differenzen  zwischen den  Tetraspaninen konnten auflerdem in der
Expressionsverteilung innerhalb der Zelle festgestellt werden. Wahrend CD81 eine
Expression aulRerhalb des Zellkernbereichs zeigte, konnte flr die Tetraspanine CD63

und CD151 isolierte Signale der markierenden Antikdrper innerhalb des Zellkernbereichs
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von Zellen beobachtet werden. Die Identifizierung der exprimierenden Zellen und die
genaue Lokalisation der Tetraspanin-Expression sollten weitere Erkenntnisse Uber die
Funktion der Tetraspanine ermdglichen. Interessant waren neben der konfokalen
Mikroskopie zum Tetraspanin-Nachweis die Etablierung weiterer Doppel- und
Mehrfachfarbungen zur Charakterisierung von Ansammlungen der Tetraspanine in
Zellkompartimenten und der Zellmembran, insbesondere in den Bereich der TEMs. Dies
koénnte ebenfalls weiteren Aufschluss dariber geben, ob die Tetraspanine CD63, CD81
und CD151 zueinander kontrar oder kolokalisiert sind.

Auf RNA-Ebene zeigten sich erste Hinweise auf eine komplexe Regulationskinetik nach
proentziindlicher Stimulation von RASF. Fir das Tetraspanin CD63 lieR sich die
Tendenz erkennen, dass es zunachst zu einer Induktion der CD63-Expression kommt
und diese anschlieBend mdglicherweise durch eine Gegenregulation reduziert wird. Dies
kadme einer kurzfristig und stark regulierten Membranprotein-Kinetik gleich und liel3e sich
mit der Vermutung vereinbaren, dass ein Tetraspanin im Rahmen eines
Entziindungsgeschehens vermehrt exprimiert werden kénnte, um z.B. bei der Migration
von Entziindungszellen ins entztindete Gewebe zu vermitteln und so zur Pathogenese
der RA beizutragen. Um die Kinetik der Tetraspaninexpression zu untersuchen, werden
weitere Untersuchungen und eine Erweiterung der Populationsanzahl erfolgen. Hinzu
kommt, dass Adhasionsmolekiile und deren Adapterproteine oftmals nicht nur durch
Neusynthese regulatorisch wirken, sondern auch durch eine veranderte Lokalisation auf

der Zellmembran, die z.B. zur verdnderten Zellmotilitat fuhrt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die rheumatoide Arthritis, eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung, verlauft
progredient und fuhrt ohne Behandlung zur Zerstérung von Gelenken und letztendlich
zur Invaliditat [1, 2]. Die Pathophysiologie dieser Erkrankung ist noch nicht umfassend
aufgeklart. Einen wichtigen Prozess fiur die Progredienz der RA stellt dabei die
Ausbreitung auf gesunde Gelenke und Gewebe dar [1]. Solch ein Vorgang ist ebenso
bei der Metastasierung von Tumorerkrankungen zu beobachten. Im Rahmen der
Tumorforschung wurden daher bereits Tetraspanine hinsichtlich einer Beteiligung im
Krankheitsgeschehen untersucht [41]. Mitglieder der Tetraspaninfamilie mit ihrer
Fahigkeit, Uber Tetraspanin-angereicherte Mikrodomanen wichtige Zellvorgange wie
beispielsweise die Signaltransduktion, Zellproliferation und -migration zu regulieren [27,
28, 33, 37-39], zeigten dabei sowohl pro-metastatische als auch hemmende Einflisse
auf Metastasierungvorgéange [41]. Diese Migrationseinfliisse der Tetraspanine kdnnten
auch in der Pathogenese der RA von Bedeutung sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Expression der Tetraspanine CD63, CD81
und CD151 im Synovium von Patienten mit RA im Vergleich zur Arthrose untersucht.
Immunfluoreszenz-Farbungen wurden fur die Tetraspanine etabliert und ein Profil der
Verteilungsmuster und Expressionsintensitaten erarbeitet. Es stellte sich eine ubiquitare
Verteilung der drei Tetraspanine in Zellen von lining layer, sublining und Gefal3en dar.
Signifikante Unterschiede zwischen RA-Geweben mit Vergleichsgeweben von Patienten
mit Arthrose konnten nicht nachgewiesen werden. Wahrend die drei Tetraspanine sich
bezuglich der Verteilung zwischen den Arealen lining layer, sublining und Gefal3en nicht
unterschieden, konnten bezlglich der Expressionsverteilung innerhalb der Zelle
Differenzen zwischen den Tetraspaninen festgestellt werden. CD81 zeigte eine
Expression auf3erhalb des Zellkernbereichs. Fir die Tetraspanine CD63 und CD151
konnten weiterhin isolierte Signale der markierenden Antikérper innerhalb des
Zellkernbereichs beobachtet werden. Diese Signale fanden sich vereinzelt in allen
Gewebearealen und waren besonders bei entzindlichen Infiltraten in nahezu allen
Zellen nachweisbar. Eine genauere Lokalisation konnte mittels der durchgefiihrten
Immunfluoreszenz ohne dreidimensionale Darstellung aber nicht erzielt werden. Weitere
Erkenntnisse Uber die ldentifizierung der exprimierenden Zellen und die genaue
Lokalisation der Tetraspanin-Expression konnten hierbei andere Methoden wie

beispielsweise eine konfokale Mikroskopie liefern.
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Weiterhin wurde die Expression der Tetraspanine CD63, CD81 und CD151 in synovialen
Fibroblasten untersucht, welchen eine Schlisselrolle bei der Progression der RA und
der Destruktion von Gelenken zukommt [9, 11]. Durch eine Fibroblastenstimulierung mit
proentziindlichen Faktoren sollte ein erster Einblick in das Expressionsverhalten der
Tetraspanine ermdoglicht werden. Mit einem Stichprobenumfang von je flunf
Zellpopulationen fur RASF und OASF zeigte sich wie erwartet eine grof3e individuelle
Streuung beziglich der Tetraspanin-Expression zwischen den Populationen, sodass
entsprechende oder signifikante Unterschiede schwer nachzuweisen waren. Fir das
Tetraspanin CD63 liel3 sich jedoch die Tendenz erkennen, dass es bei im Rahmen eines
Entziindungsgeschehens aktivierten RASF zunachst zu einer Induktion der CDG63-
Expression kommt, die Expression aber anschlie@end mdoglicherweise durch eine
Gegenregulation reduziert wird.

In dieser Arbeit ergaben sich Hinweise, dass Tetraspanine bei der Pathogenese der RA
eine Relevanz haben kénnten. Eine veranderte Oberflachenverteilung der Tetraspanine
in TEMs kénnte dazu fuhren, dass Zellen wie insbesondere synoviale Fibroblasten

rekrutiert werden, aktiv in den Knorpel invadieren und vor Ort gehalten werden.
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7. SUMMARY

Rheumatoid arthritis (RA), a chronic inflammatory systemic disease, is progressive and,
if left untreated, leads to the destruction of joints and ultimately to disability [1, 2]. The
pathophysiology of this disease has not yet been fully elucidated. An important process
for the progression of RA is the spread to healthy joints and tissue [1]. Such a process
can also be observed in the metastasis of tumor diseases. In the context of tumor
research, tetraspanins have already been examined with regard to their involvement in
disease processes [41]. Some members of the tetraspanin family, which have been
demonstrated to possess the ability to regulate important cell processes such as signal
transduction, cell proliferation and cell migration via tetraspanin-enriched microdomains
[27, 28, 33, 37-39], showed both pro-metastatic and inhibitory effects on metastatic
processes [ 41]. These migration influences of the tetraspanins could also be of
importance in the pathogenesis of RA.

Therefore, within the scope of this work, the expression of the tetraspanins CD63, CD81
and CD151 in the synovium of patients with RA was examined in comparison to
osteoarthritis. Immunofluorescence staining was established for the tetraspanins and a
profile of the distribution pattern and expression intensities was developed. A ubiquitous
distribution of the three tetraspanins in cells of the lining layer, sublining and vessels was
found. Significant differences between RA tissue and reference tissue from patients with
osteoarthritis could not be demonstrated. While the three tetraspanins did not differ with
regard to the distribution between the areas lining layer, sublining and vessels,
differences between the tetraspanins could be determined with regard to the distribution
of expression within the cell. CD81 showed expression outside the cell nucleus. For the
tetraspanins CD63 and CD151, isolated signals of the labeling antibodies could also be
observed within the nucleus of cells. These signhals were found sporadically in all tissue
areas and were detectable in almost all cells, particularly in the case of inflammatory
infiltrates. However, a more precise localization could not be achieved using
immunofluorescence without three-dimensional imaging. Other methods such as
confocal microscopy might provide further insights into the identification of the

expressing cells and the exact localization of the tetraspanin expression.

Furthermore, the expression of the tetraspanins CD63, CD81 and CD151 in synovial
fibroblasts, which play a key role in the progression of RA and the destruction of joints,
was examined [9, 11]. Fibroblast stimulation with pro-inflammatory factors should

provide a first insight into the expression behavior of tetraspanins. A sample size of five
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cell populations each for RASF (rheumatoid arthritis synovial fibroblasts) and OASF
(osteoarthritis synovial fibroblasts) showed highly diverse scattering patterns, which
made it difficult to detect differences and common features between the populations.
However, for the tetraspanin CD63 there was a tendency that in the context of an
inflammatory process activated RASF initially leads to the induction of CD63 expression,
but might subsequently be reduced by counterregulation.

This work provided indications for the relevant of tetraspanins in the pathogenesis of RA.
An altered surface distribution of tetraspanins in TEMs (tetraspanin-enriched
microdomains) could lead to cells such as synovial fibroblasts in particular being
recruited to actively invade the cartilage and be held in this location.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol (Chromogen)
AK Antikorper

BSA bovines Serumalbumin

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CAM cell adhesion molecules

CCP zyklisch zitrulliniertes Peptid

CD cluster of differentiation

cDNA komplementéare DNA

CRP C-reaktives Protein

Cy3 Indocarbocyanin (Fluorochrom)
DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DIP distales Interphalangealgelenk

DMARD  Disease-modifying Antirheumatic Drug
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

EC extrazellulare Doméne

EGFR epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EPEC enteropathogenes Escherichia coli

ERM Aktin-bindende Proteine

EtOH Ethanol

EZ Endothelzellen

FB Fibroblasten

FGFR Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor
FITC Fluoresceinisothiocyanat (Fluorochrom)
H/E Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl-)1-piperazinyl-)ethansulfonséure

HRP horseradish peroxidase
IF Immunfluoreszenz

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

ISO Isotypkontrolle

JAK Januskinase
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LL
MCP
MRNA
MRT
MTP
NK
NSAR
OA
OASF
PBS
PCR
Pl14K
PIP
PKC
RA
RASF
RNA
rRNA
RT
TEM
™
TNF

Tspan

lining layer
Metacarpophalangealgelenk
messenger RNA
Magnetresonanztherapie
Metatarsophalangealgelenk
Negativkontrolle
nicht-steroidale Antirheumatika
Arthrose, engl. osteoarthritis
OA-synoviale Fibroblasten
phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphoinositid-4-Kinase
proximales Interphalangealgelenk
Proteinkinase C

rheumatoide Arthritis
RA-synoviale Fibroblasten
Ribonukleinséure

ribosomale RNA
Raumtemperatur
Tetraspanin-angereicherte Mikrodoméanen
Transmembransegment
Tumornekrosefaktor

Tetraspanin
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