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1. EINLEITUNG

1.1. Rheumatoide Arthritis

Der Begriff rheumatoide Arthritis (RA) wurde schon im Jahr 1859 von Alfred B. Garrod
gepragt. Die ersten Fallbeschreibungen zur RA gab es aber bereits im Jahre 1800 von A. J.
Landré-Beauvais (44). Es wird davon ausgegangen, dass circa 1% der Weltbevolkerung von
der RA betroffen ist, wobei haufiger Frauen als Manner erkranken (105). AulRerdem steigt
das Risiko an RA zu erkranken mit dem Alter an (49). Bei der rheumatoiden Arthritis, auch
chronische Polyarthritis genannt, handelt es sich um eine chronische autoimmunreaktive
Bindegewebserkrankung, die insbesondere das Synovium, die Sehnenscheiden und die
Schleimbeutel der Gelenke betrifft (29). Es ist bisher nicht geklart, ob die Entziindung der
Ausloser fur die Autoimmunreaktion ist oder ob die Autoimmunreaktion die Entziindung
hervorruft (5).

Zuerst sind meistens Finger- sowie Hand- und Fuf3gelenke betroffen. Danach breitet sich die
Entzindung symmetrisch auf den restlichen Kérper aus (37). Die erste schmerzhafte
entzindliche Phase klingt zun&chst ab und es kommt zu einer chronischen Phase, die fir die
Patienten weniger schmerzhaft ist, bei der die Gelenkzerstdrung jedoch fortschreitet (104).
Im Verlauf dieser chronischen Phase kommt es zum wiederholten Aufflammen der
Entziindung (93 und 104). Durch die entziindlichen Prozesse werden Matrix abbauende
Zellen aktiviert, wodurch Knochen und Knorpel im Gelenk von den Seiten des Gelenks her
abgebaut werden. Dadurch werden auch Wundheilungsprozesse und Reparatur-
mechanismen aktiviert. Das hat zur Folge, dass in anderen Bereichen des Gelenks Extra
Cellular Matrix (ECM) neu gebildet wird. Uber langere Zeit fiihren die Gelenkveranderungen
des Knochenab- und -anbaus zum Funktionsverlust der betroffenen Gelenke (104) mit

entsprechender Fehlstellung (siehe Abb.1).

Abb. 1: Fehlstellungen der Hand- und FuBRgelenke von Patienten mit rheumatoider Arthritis.
Mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. R. Dinser, Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim.
1
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Die Ursachen flr die Entstehung einer rheumatoider Arthritis sind nicht eindeutig geklart.
Umwelteinfliisse sowie eine genetische Préposition spielen bei der Pathogenese der RA eine
wichtige Rolle (39). AufRerdem wird diskutiert, ob pathogene Keime bei der Entstehung der
RA von Bedeutung sind (32 und 95).

1987 wurden vom ,American College of Rheumatology“ (ACR) die Klassifikationskriterien fur
die RA festgelegt. Seit dem Jahr 2010 wurden die Kriterien gedndert (Tabelle 1), um auf die
frihe Erkrankungsphase einzugehen (49). Bei Zutreffen von mindestens 6 Punkten liegt eine
RA vor. GroRRe Gelenke sind Schulter, Ellenbogen, Huiftgelenk, Knie und FuRknéchel. Bei
kleinen Gelenken handelt es sich um Handwurzel-, Metakarpophalangeal-, proximale
Interphalangeal-, und Metatarsophalangealgelenke (49).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die neuen Klassifikationskriterien fiir die RA vom ACR (49)

ACR/EULAR-Klassifikationskriterien fir die RA Score
Gelenkbeteiligung (Synovitis)

1 groRes Gelenk 0

2-10 groRRe Gelenke 1

1-3 kleine Gelenke (mit/ohne Beteiligung von grofRen Gelenken) 2

4-10 kleine Gelenke (mit/ohne Beteiligung von grof3en Gelenken) 3

> 10 Gelenke (davon mindestens 1 kleines Gelenk) 5
Serologie (mindestens 1 Testergebnis erforderlich)

Negative RF und negative CCP-AK 0

Niedrig-positive RF oder niedrig-positive CCP-AK 2

Hoch-positive RF oder hoch-positive CCP-AK 3
Akute-Phase-Reaktion (mindestens 1 Testergebnis erforderlich)

Unauffélliges CRP und unauffallige BSG 0

Erhéhtes CRP oder beschleunigte BSG 1
Dauer der Beschwerden

< 6 Wochen 0

= 6 Wochen 1

Vor den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden bei der RA nur
entzindungshemmende Schmerzmittel auf Acetylsalicylbasis und Kortikosteroide verordnet,
um die Schmerzsymptomatik zu lindern. Erst danach ging man dazu utber, mit Methotrexat
und anderen krankheitsmodifizierenden anti-Rheumatika (disease modifying anti-rheumatic
drugs, DMARDS) zu therapieren (49) (siehe Tabelle 2).

Um 1990 wurden die ersten Biologika wie Tumor Nekrose Faktor (TNF)a- und Interleukin 1
(IL-1) -Hemmer eingesetzt, die Zulassung fur die RA erfolgte 1999 (49). Diese greifen
spezifisch ins Entziindungsgeschehen ein. Biologika sind Proteine oder Proteinhemmer, die

gezielt pro-entzindliche Faktoren und Zytokinkaskaden hemmen (69). Auch aus der

2



EINLEITUNG

Onkologie stammende Biologika, wie Anti-CD20 Antikdrper werden heutzutage zur Therapie

der RA eingesetzt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 2: Ubersicht iiber DMARD's, die zur Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt werden.

Wirkstoffklasse  wirkstoff Handelsnamen (Beispiele) Referenz
Cortisol Hydrocortone 63
Glukokortikoide Dexamethason Fortecgrtin 18
Prednison Decortin 5
Prednisolon Decortin H 66
Azathioprin Azafalk, Imurek, Colinsan 84
Immunsuppressiva  Ciclosporin A Cicloral, Immunosporin 73
Leflunomid Arava 73
nichtsteroidales Diclofenac Voltaren 89
Antirheumatika Ketoprofen Spondylon 89
Coxibe Celecoxib Celebrex 19
. Methotrexat Bendatrexat, Lantarel, Metex, 73
Zytostatika ;
Cyclophosphamid Endoxan 29
Chloroquin Resochin, Quensyl 79, 73
immunmodulatoren D-Penicillamin Trolovol 66
Goldverbindungen Auranofin, Tauredon 73
Sulfasalazin Azulfidine, Colo-Pleon, Pleon RA 73

Tabelle 3: Ubersicht liber Biologika, die zur Therapie der rneumatoiden Arthritis eingesetzt werden.

Wirkstoff Handelsname Wirkung Art Referenz
. hemmt T-Zellen Fusionsprotein aus Ig und 5
Abatacept Orencia Uber Kostimulation CTLA-4
kurze methionisierte Form 21
. . IL-1-Rezeptor-
Anakinra Kineret Antarconist des humanen
9 IL-1R-Antagonisten
. . Anti-TNF- humaner monoklonaler 5,73
Adalimumab Humira oo o
Antikorper Antikorper
Fab-Fragment eines 5
. L Anti-TNF- rekomb_manten,
Certolizumab Cimzia o humanisierten monoklonalen
Antikorper o
Antikorpers an
Polyethylenglykol gekoppelt
Etanercent Enbrel I6slicher TNF- Fusionsprotein aus IgG1l und 5,73
P Rezeptor TNF Rezeptor 2
Golimumab Simooni Anti-TNF- humaner monoklonaler 5
P Antikorper Antikérper
. . Anti-TNF- chimérer monoklonaler 5,73
Infliximab Remicade o N
Antikorper Antikorper
Rituximab MabThera Ant!-CEDZO chlmqrer monoklonaler 5
Antikorper Antikérper
. Anti-1L-6 humanisierter monoklonaler 5
Tocilizumab  RoActemra o o
Antikorper Antikorper
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Zur Therapie der RA werden sowohl Mono- als auch Kombinationstherapien eingesetzt,

wobei in der Regel Biologika mit DMARDs kombiniert werden (73).

1.2. Osteoarthritis

Die Osteoarthritis (OA) ist eine Gelenkerkrankung, bei der Knorpel und Knochen der
betroffenen Gelenke durch mechanische Belastung und oder einer genetischen Praposition
verandert sind. Die schmerzhaften Veranderungen laufen im Gegensatz zur RA ohne
chronische Entziindung oder autoimmunreaktive Prozesse ab. Symptome der Osteoarthritis
sind Gelenkschmerzen wahrend der Bewegung, Steifheitsgefihl am Morgen oder wahrend
der Ruhephasen, reduzierte Bewegungsfreiheit und Knochenschwellungen. Zunéachst erfolgt
eine nichtmedikamenttse Behandlung bevor leichte Schmerzmittel verordnet werden. Die
Dosis der Schmerzmittel wird verstarkt und den Bedurfnissen des Patienten angepasst.
Wenn der Patient auf keine medikamentdése Behandlung mehr anspricht oder die Gelenk-
erosion zum Verlust der Funktion des betroffenen Gelenks fihrt, werden Teile oder das
gesamte Gelenk chirurgisch entfernt, um die Lebensbedingungen fir den Patienten zu
verbessern. Es werden z.B. IL-1, Matrixmetalloproteasen und Angiogenese-foérdernde
Faktoren von den krankheitsbedingt veréanderten Chondrozyten abgegeben und sind in
erhéhten Konzentrationen sind in der Synovialflissigkeit zu finden. Die synovialen
Fibroblasten haben keinen Einfluss auf die Knorpel und Knochen Zerstérung (40 und 62).

1.3. Aufbau des Gelenks

Das gesunde Gelenk (Abb. 2 A) besteht aus mindestens zwei Knochen die aneinander-
grenzen. Die Grenzflachen sind mit Knorpel bedeckt. Zwischen den Knorpelflachen befindet
sich ein Gelenkspalt, der mit Synovialfliissigkeit gefillt und von einer Gelenkkapsel umgeben
ist (59). Beim Gelenkknorpel handelt es sich zumeist um hyalinen Knorpel, der vor allem aus
Kollagen Typ II, VI und IX und Gykoproteinen, wie Proteoglykanen, Hyaluronséure und
Fibronectin, besteht (35). Die Knorpelmatrix wird von Chondrozyten synthetisiert, die sich in
Knorpelzellhéfen (Lakunen, Chondrone) im Knorpelgewebe befinden (59). Die Innenhaut der
Gelenkkapsel wird durch das Synovium, das unterhalb der Knochen-Knorpel-Grenze am
Knochen anliegt, ausgekleidet (24). Das Synovium besteht aus zwei Schichten, dem lining
layer, einer circa 2 bis 3 Zellschichten betragenden Grenzschicht zur Synovialflissigkeit hin
und dem sublining, einer mehrzelligen Schicht, die an das Kapselgewebe grenzt. Das lining
layer eines gesunden Menschen besteht vorwiegend aus zwei Zelltypen, dem Synoviozyten
Typ A und dem Synoviozyten Typ B. Der Synoviozyt Typ A, weist einen makrophagenartigen

Phanotyp (CD11b*, CD68", CD14", CD163", Major Histocompatibility Complex (MHC)-Klasse
4
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Il Antigen® und Constant Fragment Receptor y (FcRy)") auf. Der Synoviozyten Typ B ist
fibroblastenartig und exprimiert Kollagen Typ IV und V sowie Vimentin und CD90. Der
Synoviozyt Typ B wird auch synovialer Fibroblast (SF) oder fibroblastenartiger Synoviozyt
(FLS) genannt (9). Die hauptsachlich aus Hyaluronsdure und Proteinen bestehende
Synovialflissigkeit wird von den SF synthetisiert (59 und 35).

Der Aufbau eines gesunden Gelenks mit zellularen und azellularen Strukturen verleiht ihm
sowohl| Stabilitat als auch Beweglichkeit. Die Stabilitat wird vor allem durch die Gelenkkapsel
und die sie umgebenden Muskeln und Sehnen, die den Stitzapparat bilden, aufrecht
erhalten. Fir die hohe Flexibilitdt des Gelenks sorgt einerseits die Knorpelschicht, die den
Knochen im Bereich des Gelenkspalts Uberzieht und die auftretende Reibung minimiert.
Andererseits ist auch die Synovialflissigkeit des Gelenkspalts wichtig, welche auftretende
StoRkrafte dampft und die Reibung reduziert. Zusatzlich versorgt die Synovialfllissigkeit die
angrenzenden Gewebe mit Nahrstoffen und sorgt fir den Abtransport von Abfallstoffen (9
und 35).

1.4. RA-vermittelte Gelenkveranderungen

Zu Beginn der rheumatoiden Arthritis kommt es meistens zu einer entziindlichen Reaktion
(siehe Abb. 2 B). Diese als Synovitis bezeichnete Entziindung des Synovialgewebes
zeichnet sich durch einen erhdhten Einstrom von Immunzellen sowie eine lokale synoviale
Hyperplasie aus. Das daraus entstehende sogenannte Pannusgewebe ist stark durchblutet,
was auf eine erhdhte Konzentration an Angiogenese-fordernden Faktoren und auf eine durch
die Gewebehyperplasie vermittelte lokale Hypoxie zurlickzufhren ist (9). Alle lokalen
Zelltypen im rheumatisch veranderten Gelenk sind an der Aufrechterhaltung und Fortdauer
der Erkrankung beteiligt. Im Synovialgewebe wurden erhéhte Konzentrationen an Zytokinen,
Chemokinen, Wachstumsfaktoren, zitrullinierten Proteinen, Bestandteilen der ECM und
extrazellularer DNS sowie an autoreaktiven Antikdrpern gefunden (76, 20, 1 und 33).
AuRerdem scheint die im Pannusgewebe vorhandene Hypoxie einen Einfluss auf das
Verhalten einzelner Zellen zu haben (76). Diese genannten Faktoren sind in der Lage das
Entziindungsgeschehen zu beeinflussen und tragen zur Chronifizierung der Entziindung bei.
In der chronischen Phase nimmt die Entziindungsaktivitat zunéachst ab (siehe Abb. 2 C und 2
D). Die entziindlichen Prozesse und insbesondere die Induktion von Umbauprozessen in der
extrazellularen Matrix wahrend dieser Phase fuhren zum vermehrten Abbau der Knorpel-
und Knochenmatrix, insbesondere an der Ubergangsstelle zwischen Knochen und Knorpel

(76). Dabei kann es zur Verschiebung der normalen Gelenkachse kommen, der muskulare

5
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Halteapparat versagt und das Gelenk ist nicht mehr funktionsféahig. Teilweise sind allerdings

radiale Erosionen bereits vor der Entziindung zu beobachten (35).

Abb. 2: Skizzierter Verlauf der RA. A. Gesundes Gelenk mit einer das Gelenk umgebenden Muskel- und
Sehnenschicht O, dem Synovium [, der Synovialfliissigkeit im Gelenkspalt [, einer Knorpelschicht ll und
dem Knochen [J; B. entziindetes Gelenk mit synovialer Hyperplasie und aktiviertem Synovium (Pannus) H;
C. chronische Phase mit beginnender Knorpel- und Knochenerosion, D. stark erodiertes Gelenk mit Fehlstellung

1.4.1. Die Pannushildung aus dem Synovium

Wahrend der ersten entziindlichen Phase der RA kommt es zur verstarkten Hyperplasie der
lokalen Zellen des Synovialgewebes, zur Induktion von Angiogenese sowie zum Einwandern
von Entzindungszellen wie T-und B-Lymphozyten ins Synovium, insbesondere ins
Sublining. Vor allem T-Lymphozyten machen 30 bis 50% der gesamten Zellen aus, wobei es
sich hauptsachlich um CD4" Zellen handelt, aber in geringer Anzahl auch um CD8" T-Zellen.
Bei einem Teil der Pateinten sind follikulare dendritische Zellen innerhalb lymphoider
Zellverbéande zu sehen. Die beobachtete klonale Expansion von B-Zellen deutet auf eine
Uber Antigen ausgeldste Reifung der B-Lymphozyten im sublining hin (9). Auch die innere
Schicht in Richtung des Synovialspalts, das lining layer, vergroert sich von 2 bis 3 auf 10
bis 20 Zellschichten. Dies wird durch eine langere Lebensdauer der lokalen Synoviozyten,
eine Apoptoseresistenz lokaler Zellen sowie durch einen vermehrten Zustrom des
makrophagenartigen Zelltyps Uber das Blutkreislaufsystem vermittelt (9). Die synovialen
Makrophagen zeichnen sich durch eine erhdhte Produktion an pro-inflammatorischen
Faktoren aus, wie z.B. Zytokinen (Interleukin 6 (IL-6), Tumor Nekrose Faktor a (TNFa),
Interleukin 18 (IL-1B)) (9), Chemokinen (Interleukin 8 (IL-8), CXCL-5, CCL-2) (15) und
Wachstumsfaktoren (z.B. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Transforming Growth
Factor-B8 (TGF-B)) (76) und erzeugen so ein hoch entziindliches Milieu im Gelenk (9). In
dieser pro-entzindlichen und hypoxischen Umgebung produzieren die SF erhdhte Mengen

an proinflammatorischen Faktoren aber auch Prostaglandinen und Matrixmetalloproteasen
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(MMPs) (9), welche den Knorpel und spater auch den Knochen insbesondere an der
Knorpel-/Knochen-Grenze abbauen. Alle Zelltypen beeinflussen sich gegenseitig und das
Entzindungsmilieu wirkt wiederum aktivierend und proentzindlich, wodurch die Entziindung
auch langfristig nicht abklingt (9). Die vermehrte Raumforderung des entziindeten
Pannusgewebes (siehe Abb. 3), die vermehrte Prostaglandin- und TNF-Produktion (55), die
Reduktion der Knorpel- und Knochenmatrix und die daraus resultierende Reibung der
erodierten Gelenkoberflachen wirken sich schmerzhaft und bewegungseinschrankend auf
die Patienten mit RA aus.

Aufgrund einer verstarkten Angiogeneseinduktion wird das Synovialgewebe stark
durchblutet. Die l6slichen bzw. membrangebundenen Angiogenesemediatoren werden
hauptséchlich von Monozyten und Makrophagen produziert, welche auf die Endothelzellen
der Gefalle im Synovium einwirken. Die Endothelzellen nehmen selbst ebenfalls eine aktive
Funktion wahrend dieser Entziindung ein. In der Synovitis sind sowohl die Vasodilatation
(GefalRerweiterung) durch z.B. Stickstoffoxid, Prostacyclin, platelet-activating factor und
Histamin, die Gefal3permeabilitat durch z.B. Histamin, Sereotonin und Bradikin und die
Gefaleinsprossung durch z.B. Reactive Oxygen Species (ROS), MMP, Antiendothelial Cell
Antibodies (AECA), TNFa, IL-1 sowie Interferon y (IFN-y), erhéht (103). Selektine, viele
Integrine sowie weitere Adhasionsmolekile und eine groRe Anzahl verschiedener
Chemokine sowie deren Liganden wurden ebenfalls im RA-Synovium nachgewiesen und

sind fur die oben genannten Prozesse von zentraler Bedeutung.

Abb. 3: Hyperplastisches Synovialgewebe eines Patienten mit rheumatoider Arthritis. Mit freundlicher
Genehmigung von PD Dr. R. Dinser, Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim.
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1.5. Fibroblasten

Fibroblasten sind, gewebsstandige aber bewegliche Bindegewebszellen mesenchymaler
Herkunft. Die verschiedenen Fibroblasten sind in der Lage, dem jeweiligen Bedarf
angepasste Konzentrationen an Matrixbestandteilen, Zytokinen und Chemokinen zu
synthetisieren. Fibroblasten kénnen in andere Bindegewebszelltypen ausdifferenzieren, wie
z.B. Adipozyten oder SMC (smooth muscle cells). Desweiteren sind sie in der Lage
Angiogenese induzierende Faktoren (z.B. VEGF) sowie extrazellulare Matrix (z.B. Kollagene,
Proteoglykane) zu sezernieren aber auch abzubauen (iber MMP und Cathepsine). Da beide
Prozesse fur die Geweberegeneration wichtig sind, werden Fibroblasten auch als zentrale
Wundheilungszellen angesehen (12).

RASF weisen einen aktivierten Phénotyp auf, der auch nach der Entnahme und Kultivierung
in vitro Uber viele Passagen eine erhdhte Produktion von pro-entziindlichen Zytokinen zeigt
(46, 76 und 80). RASF produzieren zusatzlich vermehrt Matrix-degradierende Molekiile,
unter anderem MMP1, MMP2, MMP3, MMP9, MMP10 und MMP13 sowie die Cathepsine L
und K. Diese Faktoren sind fir den Abbau extrazellularer Matrix, z.B. des Knorpels
verantwortlich (80). RASF sind insbesondere bei Gelenken, die durch die RA veréndert sind,
aktiv und dort fir die Invasion des Gelenkknorpels verantwortlich (Abb. 4). AulR3erdem tragen
SF Toll-Like Receptors (TLRs) wie TLR2, TLR3 und TLR4 auf ihrer Oberflache (76) und
kénnen somit auf extrazellulare Lipoproteine und Glycolipide (TLR2), doppelstrangige
Ribonukeinsduren (dsRNS), Lipopolysaccharide (LPS) und Hitzeschockproteine sowie
Polyinosinic—polycytidylic acid (Poly-(I:C)), und TNF reagieren. Die Interaktion von aktivierten
RASF mit anderen, im Gelenk befindlichen Zelltypen wie Chondrozyten, Osteoklasten und
deren Vorlauferzellen, Makrophagen, T- und B-Zellen und Endothelzellen wirkt auf die RASF
aktivierend und entziindungsférdernd (76). Chondrozyten, die fur die Erhaltung der
Knorpelmatrix verantwortlich sind, werden durch IL-1, welches von RASF sezerniert wird, zur
Produktion von MMP und Cathepsinen angeregt, was zur perichondrozytaren
Knorpeldegradation fuhrt (76). RASF fordern zusatzlich die Osteoklastogenese und
aktivieren die im Gelenk vorkommenden Osteoklasten, welche im Knochenumbau als
Gegenspieler der Osteoblasten fir den Abbau der Knochenmatrix verantwortlich sind. Dies
wird durch Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF), TNF, Receptor Activator of NF-
kB Ligand (RANKL) und andere Faktoren, die durch RASF gebildet bzw. induziert werden,
vermittelt (9, 46 und 76). Durch den Kontakt von RASF mit Makrophagen sowie T-und B-
Zellen, werden proinflammatorischen Zytokine wie IL-6 und Chemokine durch RASF
sezerniert. Die Immunzellen werden dadurch ihrerseits zu einer vermehrten Sekretion pro-

entziindlicher Faktoren stimuliert (76). Weiterhin produzieren RASF unter hypoxischen
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Bedingungen vermehrt Faktoren wie VEGF und Hypoxia-Inducible Factors (HIF)-1 (20)
sowie IL-6 (76), welche zur verstarkten Angiogeneseinduktion im Gewebe fiihren (20).

Abb. 4: RASF im RA-Gewebe und in der Kultur. A: RASF-Invasionsfront in den Knorpel (€=) bei einem
Hamalaun/Eosin gefarbten Explantat; B: Amorphe Form der synovialen Fibroblasten in Kultur.
Lichtmikroskopische Phasenkontrast Darstellung.

1.5.1. Das Migrationspotential der RASF

Da Fibroblasten als bewegliche, gewebsstandige Zellen definiert werden, ist es nicht
verwunderlich, dass RASF in sito in der Lage sind, innerhalb des Synoviums in Richtung auf
ein Chemoattraktans zu migrieren. Im rheumatisch veranderten Gelenk stellt der hyaline
Knorpel ein starkes Chemoattraktans dar (57). Auch in vitro konnte mittels Trans Epithelial
Electric Resistance (TEER)-Assay eine Chemotaxis der RASF durch eine Zellschicht auf ein
Chemoattraktans zu nachgewiesen werden (9 und 57). AuRBerdem konnte bei RASF im
SCID-Maus Modell der RA eine Migration Uber Gewebsgrenzen hinaus beobachtet werden.
Diese Migration ist RASF spezifisch und konnte bei synovialen Fibroblasten von Patienten
mit Osteoarthritis (OASF) nicht beobachtet werden. Es wurde gezeigt, dass diese Migration
hdchstwahrscheinlich Gber das BlutgefaRsystem ablauft und das RASF in der Lage sind den
Blutkreislauf wieder zu verlassen, um einen kontralateral implantierten Knorpel zu invadieren
(57).

1.6. Gefal3system

BlutgefélRe sind Teil des kardiovaskularen Systems, das ein geschlossenes Kreislaufsystem
darstellt, bestehend aus Herz, Lungenkreislauf und Korperkreislauf. Die Blutgeféaf3e sind in
Aorta, Arterien, Arteriolen, Kapillaren, Venolen, Venen und Hohlvenen unterteilt. Die
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arteriellen GefalR3e sind fir den Transport des Blutes vom Herzen zu den Kérperzellen
verantwortlich. Sie verfugen Uuber eine verstarkte und flexible GefalBwand, die den
unterschiedlichen Druck, der durch den Herzschlag entsteht, abfangt. Arterielle GefalRe
befordern, aufer im Lungenkreislauf, das sauerstoffreiche Blut. Vendse Blutgefalie
transportieren das sauerstoffarme Blut (auer beim Lungenkreislauf) zum Herz zuriick und
sind, um einen Ruckfluss zu verhindern, ab einem bestimmten Durchmesser mit
Venenklappen versehen. Kapillaren sind nur einschichtig und realisieren den Gas und
Nahrstoffaustausch im Gewebe. Interessanterweise lauft die Leukozyten-Transmigration in
den postkapillaren Venolen ab, da hier der geringste Scherdruck herrscht.

Im GefaRsystem flie3t das Blut, welches im Wesentlichen aus Plasma, Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten (59) besteht. Das Blut ist fir die Versorgung der Koérperzellen
mit Sauerstoff, Nahrstoffen, Botenstoffen und auRerdem fir die Entsorgung von CO, und
Abfallstoffen, wie z.B. Harnsaure, verantwortlich. Zusatzlich werden Immunzellen mit Hilfe

des Blutstroms zum Ort einer Entzlindung transportiert (59).

1.6.1. Aufbau der GefalBwand

Kapillaren bestehen aus einer einlagigen Endothelzellschicht, einer Basallamina und aufl3en
angelagerten Perizyten sowie einer Bindegewebsschicht. Die Wand der tbrigen Blutgefalle
besteht aus drei Schichten. Die dufRerste Schicht wird als Tunica adventitia bezeichnet, eine
Bindegewebsschicht, die das Blutgefd? mit dem umliegenden Gewebe verbindet. Direkt
anliegend befindet sich die Tunica media, eine Schicht aus glatten Muskelzellen, elastischen
Fasernetzen bestehend aus Typ | und Il Kollagenfasern, die bei Arterien mehr Lagen
aufweist, als bei Venen (Abb. 5). Zum GefaRRlumen hin befindet sich die Tunica interna,

welche aus einer Basalmembran und der einlagigen Endothelzellschicht besteht (59).
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Abb. 5: Verschiedenen GefaRtypen im humanen Synovialgewebe. Arteriolen (€=), Venolen (<€) und
Kapillaren (€=) im Synovialgewebe eines RA-Patienten. Deutlich zu erkennen sind die GroRen- und
Schichtdicken-Unterschiede der verschiedenen Gefalie.

1.6.2. Endothelzellen

Das Endothel besteht aus circa 1 bis 6 x 10" Endothelzellen (EZ) und bildet somit ein Organ
von circa 1 kg Gewicht. EZ kleiden das Lumen der Blut- sowie der LympfgeféaRe und des
Herzen aus. Sie bilden eine Grenzschicht zwischen dem Gewebe und dem Blut mit einer
selektiv-permeablen Barrierefunktion, durch die der Ein- und Austritt von Molekilen und
Zellen reguliert wird (100). EZ beinhalten Weibel-Palade-Korperchen, die hauptsachlich zur
Lagerung des von Willebrand Faktors (VWF) dienen. Typische Marker fur Endothelzellen
sind VWF und CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1(PECAM-1)) (108). EZ
sind flache Zellen, die eine stark polarisierte Ausrichtung zeigen. Die Iuminale
Plasmamembran steht in direktem Kontakt mit dem Blut und ist an der Hamostase beteiligt.
Die abluminale Plasmamembran trdgt zur Verankerung der Endothelzellen an der
Basalmembran bei und ist beteiligt an der Durchblutungsregulation durch die Freisetzung
vasoaktiver Mediatoren. Endotheliale Funktionen werden durch biochemische Mediatoren
wie Hormone, Zytokine und Neurotransmitter reguliert (34). Auch ein veranderter Blutdruck
oder eine veranderte FlieRgeschwindigkeit und somit veranderte Scherkréfte an den
Endothelzellen kdénnen das Expressionsschema, die Permeabilitat, die Zellform und die
Migrationsfahigkeit der Endothelzellen veréandern. Als mdgliche Scherkraft-Sensoren werden
unter anderem auch Adhasionsmolekile und VEGF-Rezeptor 2 diskutiert (4). Endothelzellen
sind aktiv an den Prozessen der Gefalneubildung und der Extravaskularisation von

Entziindungszellen beteiligt.
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1.6.2.1. Gefalineubildung

Es gibt drei Arten der Neovaskularisierung: die Angiogenese, die Vaskulogenese, und die
Artheriogenese.

Angiogenese

Die Angiogenese ist ein Mechanismus, bei dem durch einen Stimulus ein bestehendes
Gefald zur Sprossung gebracht wird. Dabei entsteht eine Kapillarknospe aus einer einzelnen
Endothelzelle (Gipfelzelle), die durch eine komplexe Regulation zu einer neuen Kapillare
auswachst (56). Die Zellknospung ist das Resultat der Ausschittung von VEGF durch
Gewebszellen (48). VEGF induziert Uber VEGFR2 ein intrazellulares Signal, welches die
Verlangerung der Filapodien der Gipfelzelle zur Folge hat. Gleichzeitig wird die
Differenzierung anderer Zellen zu Gipfelzellen gehemmt (48) und die Expressionsmenge von
VEGFR2 mit Hilfe des Transkriptionsfaktor HIF1 auf der Oberflache der Gipfelzelle erhéht
(27). Eine Angiogenese erfolgt in Richtung eines Gradienten z.B. eines VEGF-Gradienten
oder aufgrund von Sauerstoff oder Nahrstoffmangel im Gewebe, wodurch VEGF induziert
wird (27). Angiogenese ist bei der Wundheilung (56), dem Tumorwachstum (20), aber auch

bei Entziindungsprozessen wie bei der RA (75) zu beobachten.

Vaskulogenese

Die Vaskulogenese spielt vor allem in der Embryonalentwicklung eine Rolle. Die Gefalie
werden hierbei nicht wie bei der Angiogenese aus fertig ausdifferenzierten Endothelzellen,
sondern aus im Blut zirkulierenden CD34-, VEGF Rezeptor 2 (VEGFR2)- und CXCR4-
positiven Endothelzellvorlaufern (EPC) gebildet. Das starkste Chemoattraktans flr EPC ist
Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)/CXCL 12, ein Chemokin, das an seinen Rezeptor
CXCR4 auf der EPC-Oberflache bindet (102). HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der durch
Hypoxie induziert wird und eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von EPC aus dem Blut
und bei der Stabilisierung der entstandenen Gefal3e spielt (27).

Arteriogenese

Bei der Arteriogenese entstehen vollstandig von einer Muskelschicht umgebene arterielle
Gefalle durch den Umbau von KollateralgefaRen (56). Die Arteriogenese kann aufgrund
eines arteriellen Gefaldverschlusses oder durch Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Zell-

Zellkontakte initialisiert werden (92 und 91). Der bei der Angiogenese entscheidende
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Transkriptionsfaktor (HIF) spielt bei der Arteriogenese keine Rolle, aber ein entziindliches

Milieu und die Invasion von Monozyten sind grundlegend (91 und 92).

Der Ablauf der Arteriogenese erfolgt durch vermehrten Scherstress, wodurch es zu einer
Aktivierung und Expression aller Stickstoff-Synthasen (NOS)-Isoformen und der Produktion
von Stickstoffmonoxid kommt. Im Anschluss daran wird VEGF von den Endothelzellen
sezerniert, was in den Endothelzellen und glatten Muskelzellen zu einer Induktion der
Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) Synthese fuhrt. MCP-1 aktiviert daraufhin
Monozyten, wodurch diese zu den Endothelzellen der Kollateralen migrieren. Die
mononuklearen Zellen sezernieren Proteasen und Wachstumsfaktoren, was zu einem
Verdau des extrazellularen Halteapparates der kleinlumigen Kollateralen fuhrt und damit
mehr Beweglichkeit und Raum fir neue Zellen schafft. Die glatten Muskelzellen
dedifferenzieren anschlieRend von einem kontraktilen zu einem synthetisierenden und
proliferativen Phanotyp (91), wodurch der Umbau der Kollateralen abgeschlossen wird.
Kollaterale sind arterielle oder ventse Parallelwege zur Hauptstrombahn. Sie kénnen bei
Verschluss der Hauptstrombahn das von ihr abhéngige Kapillargebiet versorgen (59). Der
gewundene Aufbau ist ein typisches Merkmal fir Kollaterale (91). Schon vor 100 Jahren
wurde gemutmaldt, dass ein Netzwerk aus untereinander verbundenen Arteriolen zwischen
den menschlichen Koronararterien bereits vor der Geburt angelegt wird. Kollaterale Gefal3e

werden im peripheren Kreislauf von M&ausen nicht de novo gebildet (91).

1.6.2.2. Die Adhasionskaskade von Leukozyten an Endothelzellen

Das sogenannte Leukozyten-homing ist ein Beispiel fur ein genau reguliertes
Transmigrationsereignis durch eine Endothelschicht (67). Wé&hrend des aus mehreren
Phasen bestehenden Prozesses, sind die Leukozyten in der Lage, das Blutgefa3system an
genau definierten Stellen zu verlassen. Sowohl die Oberflachenmolekile und die
sezernierten Chemokine der EZ sowie die Adh&sionsmolekille auf der Oberflache der
Leukozyten sind von entscheidender Bedeutung. Wahrend der ersten Phase der
Extravaskularisation (Austritt aus dem GeféaRRsystem) kommen die Leukozyten durch zuféllige
Verwirbelungen im Blutstrom in die N&he der EZ-Schicht und werden dort in ihrer Bewegung
abgebremst. Dieser erste Kontakt wird durch die Adhéasionsmolekile E- und P-Selektin
vermittelt, die vor allem von EZ exprimiert werden, die durch eine Entziindung im
umliegenden Gewebe aktiviert wurden (siehe Abb. 6) (67). Der Leukozyt bindet an das E-
und P-Selektin Gber Oberflachenoligosacharide wie CD44, CD15s und Carcinoembryonic
Antigen (CEA) auf seiner Oberflache (16). Auch Leukozyten kénnen mittels eines Selektins

(L-Selektin) zuckerhaltige Proteine oder P-Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL1) auf der
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Oberflache der Endothelzellen binden, wodurch eine erste Bindung mit anschlieRendem
langsamen Rollen Uber das Endothel herbeigefihrt wird. Die Adhasion der Zellen tber
Selektine bedarf einer stdndigen Strémung tber das Endothel. Bricht die Flussbewegung ab,
I6st sich die Bindung zwischen den Zellen. Wahrend des langsamen Rollens werden
Konformationsanderungen weiterer Adhasionsmolekile, der Integrine, induziert, wodurch es
zu einer Erhdhung der Bindungsfestigkeit zwischen Leukozyten und Endothelzellen kommt.
(60), Durch die Bindung werden Kinasen induziert wie z.B: Sarcoma (SRC) Kinase,
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und Guanosintriphosphat-Austausch-faktoren (VAVS).
AulRerdem werden von beiden an der Adhasion beteiligten Zelltypen Chemokine sezerniert
(Abb. 6), die aktivierend wirken (67). Im Anschluss daran erfolgt das sogenannte
.intravaskulare Kriechen®, das groRtenteils durch Integrine induziert wird. Die Transmigration
der Leukozyten kann para- oder transzellular erfolgen (60). Die parazellulare Route erfordert
die Expression einer Vielzahl von Adhasionsmolekilen, wie Vascular Endothelial Catherin
(VE-Cadherin), PECAM1, Junctional Adhesion Molecule (JAM)-A, EZ spezifisches
Adhasionsmolekil (ESAM), Intercellular Adhesion Molecules (ICAM) 2 und CD99. An der
transzellularen Transmigration sind zellulare Strukturproteine sowie ICAM1 und ERM-
Proteine (Ezrin, Radizin und Moesin) beteiligt. Danach wird die Perizytenhille passiert, die
nicht komplett dicht ist. Die Basalmembran wird durch Proteasen lysiert und durchwandert

(60). Der Vorgang der Extravaskularisation ist in Abb. 6 dargestellt.

. LFA1-ICAM1 . PECAML
: SRC Kinase, ) .
Se'e";g‘gL\llLA“' Selektine|  VLA4-VCAM1 o vave | joa | cDgg, JAM's, | IcAMz | beteiligte
b4B7-Integrin- MADCAM ' ESAM Molekule
Leukozyt *
* Chemokin * * Blut-
* strom
¥ > Endothel-
° o o | © o) o o o zellschicht
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O (@) glatte
[@) o Muskel-
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Abb. 6 Skizzierter Ablauf der Leukozyten-Adh&sionskaskade. Die beteiligten Molekile sind Uber der
Darstellung entsprechend der verschiedenen Ablaufe dargestellt (60). 1. Anndherung; 2. Abbremsen aus dem
Blutstrom; 3. langsamer werdendes Rollen; 4. Adhéasion; 5. Verstarkung der Bindung; 6 intravaskulares Kriechen;
7. parazelluldre Transmigration; 8. transzelluldare Transmigration und Wanderung durch die Basalmembran und
die Perizytenhiille. Die Aktivierung durch Chemokine geschieht wéhrend Phasen 2 bis 4. MAC1, Makrophagen 1
antigen; LFA-1, Lymphocyte function-associated antigen 1; VLA4, Very Late antigen 4; BMS, Basalmembran
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1.6.3.Thrombozyten

Thrombozyten sind die kleinsten, zellularen Bestandteile des Blutes. Sie entstehen im
Knochenmark durch Abschnirung von Megakaryozyten und enthalten weder einen Kern
noch DNS. Ihre Funktion besteht darin, nach einer Verletzung der Endothelzellschicht die
Hamostase einzuleiten. Dabei gehen sie mit der freiliegenden Matrix der Basalmembran
sowie untereinander Bindungen ein, wodurch ein Verschluss der GefaRwand entsteht und
die Blutung stoppt (Hamostase). Aul3erdem sezernieren sie gerinnungsfordernde Faktoren,
die ebenfalls zur Hamostase beitragen. Weiterhin wird Thrombozyten auch eine Rolle beim
Auswandern der Leukozyten aus dem Blut und der ROS induzierten
Permeabilitatssteigerung der EZ-Schicht zugeschrieben. Sie sind mit Hilfe des
Adhasionsmolekiils CD42b in der Lage, sowohl an MAC 1 von Leukozyten, den VWF von
aktivierten Endothelzellen und P-Selektin zu binden (34). Bei verschiedenen Erkrankungen
konnte gezeigt werden, dass Leukozyten allein nicht an die EZ-Schicht binden. Im
Gegensatz dazu binden mehrzellige Leukozytenaggregationen, die durch Thrombozyten

verbunden werden, der beschriebene Prozess scheint P-Selektin abhéngig zu sein (36).

1.7. Extrazelluldare DNS und RNS

Bisher wurde davon ausgegangen, dass extrazellulare RNS (exRNS) sofort von extrazellular
vorliegender RNase abgebaut wird und deshalb keinen Einfluss auf die Zellen nimmt. Auch
extrazellulare DNS (exDNS) wurde bisher nur sehr wenig beforscht. Neuere Ergebnisse

zeigen aber, dass beide Molekiile verschiedene Funktionen erfillen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht tiber bekannte Wirkungen extrazellularer RNS/DNS

Nucleinsaure Effekt Ort Quelle

VEGF abhangige

exXRNS 2 Blut/Hirnschranke 26
Hyperpermeabilitat

exRNS prokoagulativer Wundverschluss und Thrombusbildung 45
Faktor
Pathogenabwehr : . :

exDNS durch DNS-Netz- Neutro_phlle, bei Kontgkt mit 11

: verschiedenen Bakterien

Bildung

exDNS proinflammatorischer

(mitochondrial) Effekt RASF 33
verstarkte bei 24 h Kultur in vitro von Endothelial

exDNS Produktion von Cells from the Umbilical Veins (HUVECs) 51

induzierbarer NOS mit exDNS
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Als moglicher Bindungspartner fur extrazellulare RNS wird Faktor Vll-aktivierende Protease
(FSAP) angefihrt, die mit RNS als Kofaktor eine koagulative Aktivitat aufweist (3). Aul3erdem
bindet TLR3 doppelstrangige und TLR7 sowie TLR8 einzelstrangige RNS (97). Extrazellulare
DNS kann an TLR9 binden oder ber membranassoziiertes Nukleinsédure-bindendes Protein
(MNAB) ins Zellinnere aufgenommen werden (97). Somit kann exRNS bzw. exDNS auf

verschiedene Zellen und zelluldre Prozesse Einfluss nehmen.

1.8. SCID-Maus Modell der RA

Bei diesem Tiermodell werden Mause verwendet, die eine SCID-Mutation aufweisen. SCID
steht flr severe combined immunodeficiency. Es handelt sich um eine Mutation in den
Genen, die fur die Entwicklung und Differenzierung von T-Lymphozyten verantwortlich sind.
Das bedeutet, dass das adaptive Immunsystem (bestehend aus T- und B-Zellen) fehlt, aber
das angeborene Immunsystem (bestehend aus Monozyten, Makrophagen, Granulozyten,
Mastzellen, natirlichen Killerzellen und dendritischen Zellen) vorhanden ist. SCID-Mause
mussen unter sterilen Bedingungen gehalten werden, da sie Pathogene nicht ausreichend
abwehren kénnen und schon kleine Infektionen tddlich verlaufen kénnen (57).

Aufgrund der Abwesenheit des adaptiven Immunsystems sind die SCID-Mause nicht in der
Lage, humanes Gewebe abzustoRen. Diese Eigenschaft wird im SCID-Maus Modell der RA
genutzt, da in diesem Modell humaner, gesunder Knorpel mit RASF koimplantiert werden
und in Abwesenheit von Entzindungszellen beobachtet werden kdnnen. So wurde
herausgefunden, dass die Aggressivitat der RASF auch in Abwesenheit der chronischen
Entziindung und der beteiligten Zellen des Immunsystems Uber lange Zeit aufrecht erhalten
bleibt (57).
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1.9. Zielsetzung

Basierend auf dem SCID-Maus Modell der RA konnte durch unsere Arbeitsgruppe
nachgewiesen werden, dass humane RASF durch das Blutgefal3system von einer primaren
Implantationsseite zur kontralateralen Seite migrieren koénnen (57). Ein zentrales
Chemoattraktans fiur die Migration der RASF stellen hierbei die Bestandteile der

freiliegenden Knorpelmatrix dar (77).

Im Verlauf dieser Doktorarbeit sollten detaillierte Analysen zur Migrationsfahigkeit der RASF
und deren Interaktion mit EZ durchgefihrt werden. Dafir wurden folgende

Aufgabenstellungen bearbeitet:

1.) Aufklarung der Transmigrationskinetik der RASF im SCID-Maus Modell. Hierbei sollte
der Zeitpunkt, an dem die Fibroblastenmigration einsetzt sowie der Ankunftszeitpunkt

der RASF auf der kontralateralen Implantationsseite bestimmt werden.

2.) Analyse der Mechanismen, die fir den Kontakt und die Interaktion von RASF mit EZ

verantwortlich sind.

3.) Bestimmung der Transmigrations- und Adhasionsfahigkeit der RASF durch bzw. an

verschiedene EZ-Schichten.

4.) Nachweis der Migration der RASF durch das murine GefaRsystem zu verschiedenen
Zeitpunkten. Untersuchung von mdglicherweise auftretenden phéanotypischen

Veranderungen der RASF im Blutstrom.
5.) Untersuchungen zu Interaktionen von RASF mit Thrombozyten.

6.) Aufklarung der Rolle von RASF-standigen Adhé&sionsmolekilen, die eine Bindung an
das Endothel und die Interaktion von RASF mit EZ ermdglichen.

7.) Hemmung der Transmigration von RASF mittels extrazellularer RNS, extrazellularer

DNS oder therapeutisch eingesetzter RA-Medikamente.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zur Klarung der molekularen Grundlagen der
transendothelialen RASF-Migration beitragen. Durch die Hemmung der RASF-
Transmigration konnte die Ausbreitung der durch RASF vermittelten Gelenkzerstorung
verhindert werden bzw. auf die primar befallenen Gelenke beschrénkt werden, was die
Therapie und den Lebensalltag der Patienten deutlich verbessern wiirde. Zusétzlich kénnte
durch die Kombination der RASF-Migrationshemmung und einer Reduktion der
Immunantwort die RA im primaren Gelenk behandelt und vielleicht vollstdndig zur Ruhe

gebracht werden.
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ERGEBNISSE

FCS-Konzentration von 10% auf 50%, noch die Zugabe von Thrombozyten hatten einen
positiven Einfluss auf die Expression von CD15s. Der Schiittelversuch wurde bis jetzt nur mit
DMEM durchgefihrt, muss jedoch mit RPMI wiederholt werden.

4.4.1.3. Untersuchung zur Expression von CD15s im Synovialgewebe

Verschiedene kryokonservierte Synovialgewebe von Patienten mit RA wurden
immunhistochemisch unter Verwendung von anti-humanen CD15s-Antikdrpern untersucht,

um zu testen ob CD15s im Synovialgewebe exprimiert wird, bzw. wo dieses lokalisiert ist.

Das CD15s-Signal konnte Uberall im Synovialgewebe verteilt an groBen Zellen
nachgewiesen werden. Das CD15s-Signal war im lining layer, (siehe Abb. 30 A und B), diffus
verstreut im sublining (siehe Abb. 30 A, C und G) und in lymphatischen Infiltraten, (siehe
Abb. 30 E und G) erkennbar.

Jedoch wies nicht jeder analysierte RA-Patient ein positives CD15s-Signal in allen Bereichen

des Synovialgewebes auf.

CD15s-Farbung (rot) H/ E-Farbung
A
< lining-layer
< sublining
C
+—— sublining
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Abb. 30: Nachweis von CD15s im Synovialgewebe von Patienten mit RA. Dargestellt sind mit anti-CD15s
Antikérpern immunhistochemisch analysierte Synovialgewebe von RA-Patienten und jeweils rechts davon die
H/E-Féarbung (serieller Schnitt). Die Lokalisierung wies ein CD15s-Signal im lining layer (A und C), diffus verstreut
im sublining (C und G) und in Lymphozyten-Infiltraten (E und G) auf.

Ein positives CD15s-Signal konnte bei 53% der untersuchten RA-Gewebe nachgewiesen
werden. Nach der Auswertung der Patientendaten stellte sich heraus, dass 75% der
Patienten mit CD15s-Signal einen CRP-Wert im Serum von tber 1,0 mg/dl aufwiesen. Von
den anderen 25% lagen keine Informationen zum CRP-Wert im Serum vor. Nur 29% der
CD15s-Signal-negativen Patienten hatten interessanterweise einen tber 1,0 mg/dl erhdhten
CRP-Gehalt im Serum, aber 71% lagen darunter. Die Berechnung des Korrelationsfaktors
ergab einen Wert von r = 0,415. Bis jetzt wurde nur das Synovialgewebe eines OA-Patienten
immunhistochemisch auf CD15s untersucht, dieses Gewebe zeigte kein Signal. Die
Darstellung der Korrelation ist in Abb. 31 zu sehen. Die RA-Patienten mit CD15s-positiven
Zellen im Synovium hatten einen durchschnittlichen CRP-Wert von 4,33+0,83 mg/dl und die
RA-Patienten ohne CD15s- Signal hatten einen durchschnittichen CRP-Wert von
2,03£1,21 mg/dl im Blutserum.
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Abb. 31: Korrelation des CD15s-Signals im Gewebe von RA-Patienten und dem CRP-Wert im Serum. Der
Balken zeigt den Mittelwert+tSEM. Die RA-Patienten mit CD15s-Signal im Synovialgewebe zeigen einen erhdhten
Mittelwert des CRP-Werts im Serum im Vergleich zu RA-Patienten ohne CD15s-Signal. Von zwei untersuchten
Patienten lagen keine Daten zum CRP-Gehalt in Serum vor, diese Gewebe wurden bei der Korrelation
ausgeschlossen.

4.4.2. Funktion von E- und P-Selektin bei der RASF-Transmigration

Die Beteiligung der Adhasionsmolekile E- und P-Selektin, die bei der Leukozyten-
Adhasionskaskade fir die erste Phase, der Bindung ans Endothel, verantwortlich sind, sollte

auch fur die RASF-Transmigration in vitro und in vivo untersucht werden.

4.4.2.1 Funktionsanalyse von E- und P-Selektin als Adhasionsmolekdl in vitro

Das Adhasionsverhalten von RASF im Vergleich zu OASF an eine mit E- bzw. P-Selektin
beschichtete Kapillare bei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten und unterschiedlicher
FCS-Konzentration im Flussmedium wurden in Flusskammerversuchen untersucht (siehe
Abb. 3.8.3.). Die Kultivierung der SF mit DMEM und die Verwendung von DMEM im
Flusskammerversuch ergab tberraschenderweise, dass weder RA- noch OASF an die mit E-
oder P-Selektin beschichteten Kapillarwénde hafteten. Daher wurde anschlieRend RPMI als
Kultur- und Fluss-Medium verwendet. Fiur die Kultur der Zellen wurde RPMI mit 10% FCS
verwendet. Als Flussmedium diente RPMI sowohl mit 10% FCS als auch mit 50% FCS, was
der Situation im GefalRsystem eher entspricht. Es zeigte sich, dass mehr RASF in der
Kapillare verlangsamt rollten oder adhérierten als OASF. Dies war bei jeder untersuchten

Scherkraft (0,55 bis 1,77 dyn/cm?) zu sehen (siehe Abb. 32).
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Zum Vergleich: Die physiologischen Scherkréfte in den Arterien liegen bei ca. 100 dyn/cm?,

bei Kapillaren bei ca. 50-12 dyn/cm? und bei Venen bei ca. 6 dyn/cm? (82).

Durch eine Erhéhung der Scherkraft nahm die Gesamtanzahl an verlangsamt rollenden und
adharenten Zellen, sowohl bei den RASF als auch bei den OASF, ab (siehe Abb. 32). Bei
0,55 dyn/cm2 adharierten oder verlangsamten sich an der Kapillare 18,5+1,5 RASF im
Gegensatz zu 14,0+0,0 OASF. Bei einer Scherkraft von 0,89 dyn/cm2 adhéarierten 5,5+1,5
RASF oder rollten verlangsamt im Vergleich zu 1,0+0,0 OASF. Bei der héchsten Scherkraft
von 1,77 dyn/cm? adhérierten dreimal so viele RASF oder rollten verlangsamt im Vergleich
zu den OASF. Bei der Negativkontrolle, mit einer Kapillar-Beschichtung mit FCS, adhérierten
weder RASF noch OASF an den Kapillaren. Auch bei P-Selektin-Beschichtung konnten
weder verlangsamte, noch stoppende Zellen im Sichtfeld der Kamera beobachtet werden.

S 25 -

o B RASF
QL c

B @ 20 A O OASF
-0

EN

§§15-

g0

= G i

[}

- O

Egs- -_\

. | EN
N

c

< 0 T T 1

0,55 0,89 1,77
Scherkraft [dyn/cm?]

Abb. 32: Anzahl der verlangsamt rollenden und adhérenten Zellen (Mittelwert+SEM) auf einer mit
E-Selektin beschichteten Oberflache bei unterschiedlicher Scherkraft (Flussgeschwindigkeit). Die FCS-
Konzentration im Medium betrug 10%. Die RASF (m) zeigen eine vermehrte Adhé&sion an E-Selekin als OASF (o)
dies galt fir jede gewahlte Scherkraft. Messung mit zwei biologischen Replikaten.

Um den hohen Serumgehalt des Blutes im Flussmedium nachzuahmen, wurden die
Flussversuche zusatzlich bei einer FCS-Konzentration von 50% im Flussmedium
durchgefiuhrt. Die dafir verwendeten SF wurden vorher mit RPMI mit 10% FCS kultiviert. Es
rollten mehr RASF (8 und 4 Zellen; n = 2) als OASF (jeweils 1 Zelle; n = 2) verlangsamt Uber
den mit E-Selektin beschichteten Kapillarboden (siehe Abb. 33). Nach einer Erhéhung der
Scherkraft bei den Flusskammer-Versuchen mit 50% FCS im Flussmedium waren keine
langsam rollenden oder adharenten Zellen im Sichtfeld der Kamera mehr zu erkennen. In der

Negativkontrolle, bei der die Kapillare mit FCS, beschichtet worden war und in der mit

79



ERGEBNISSE

P-Selektin beschichteten Kapillare, konnten bei 50% FCS im Flussmedium bei jeder

untersuchten Scherkraft keine adharenten oder rollenden SF beobachtet werden.

Zellen
O P N W Hhh OO0 N 0O ©
1

I

RASF1 RASF 2 OASF1 OASF?2
Scherkraft [0,55 dyn/cm?]

Anzahl der verlangsamt rollenden

Abb. 33: Anzahl der verlangsamt rollenden SF auf einer mit E-Selektin beschichteten Oberflache bei 50%
FCS. Die Scherkraft betrug 55 dyn/cm? und die FCS-Konzentration im Medium 50%. Es roliten mehr RASF (m) als
OASF (o) verlangsamt tiber den Kapillarboden.

Zusammenfassend konnte in den Flusskammerversuchen gezeigt werden, dass RASF in
vitro nach der Kultur mit RPMI starker an EZ und EZ-Adhasionsmolekille adharieren als
OASEF. Dies trifft auch bei erhbhten FCS-Konzentrationen zu.

4.4.2.2. Beteiligung von E- und P-Selektin an der Transmigration der RASF in vivo

Der Einfluss von E- und P-Selektin bei der Transmigration der RASF im SCID-Maus Modell
wurde mit E- und P-Selektin-defizienten SCID-Mausen im Vergleich zu SCID-Méausen, die E-
und P-Selektin normal exprimieren, untersucht (siehe Tabelle 6). Sowohl die E- und P-
Selektin-defizienten SCID-Méause als auch die E- und P-Selektin normal exprimierenden
SCID-Méause wurden, wie unter 3.5.4. beschrieben, am selben Tag und unter Verwendung

der gleichen RASF-Populationen operiert.

Experiment 1, Dauer 60 Tage

Das erste Experiment zur Analyse der Beteiligung von E- und P-Selektin am
Migrationsverhalten der RASF wurde Uber 60 Tage und mit zwei unterschiedlichen RASF-

Populationen durchgefuhrt. Die Invasion der RASF nach 60 Tagen bei E- und P-Selektin-
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defizienten Tieren war zwar nicht signifikant aber sichtbar geringer als bei den E- und P-
Selektin normal exprimierenden SCID-Mausen (E- und P-Selektin® SCID-M&use: ipsilateral =
1,3+0,3 und kontralateral = 1,3+0,2; E- und P-Selektin® SCID-Mause: ipsilateral = 2,0+0,2
und kontralateral = 1,5+0,3) (siehe Abb. 34).

3.0 7 [] E-/P-Selektin® SCID-Mause (n = 8)
H E-/P-Selektin° SCID-Mause (n = 10)
2,5

2,0 1

1,5 ~

Invasionswert

1,0 A

0,5 T

0,0 T
ipsilaterales Implantat kontralaterales Implantat

Abb. 34: Vergleich der Invasion (MittelwertxSEM) zwischen E- und P-Selektin® SCID-M&usen (o) und
E- und P-Selektin® Tieren (m). Sichtbare Reduktion der Invasion beim ipsilateralen Implantat, die keine
Signifikanz erreichte und nur leichte Reduktion der Invasion kontralateral bei den E-/P-Selektin° SCID-Mausen.

Experiment 2, Dauer 45 Tage

Die Ergebnisse des ersten Versuchs mit E-/P-Selektin-defizienten Mausen wiesen nach 60
Tagen keine signifikant reduzierten Invasionswerte bei den Implantaten auf. Daher wurde der
Versuch Uber einen kiirzeren Zeitraum wiederholt, um einen zu spéaten Analysezeitpunkt
auszuschlieRen, bei dem die Adhasion der RASF an das Endothel durch andere
Adhasionsmolekiile (z.B. Integrine) kompensiert wurde. Die Versuchsdauer des zweiten
Experiments wurde auf 45 Tage reduziert, aul3erdem wurde eine andere RASF-Population
verwendet. Die Invasion auf der kontralateralen Seite war bei den E- und P-Selektin® SCID-
Mausen mit 1,71+0,35 im Vergleich zur Kontrollgruppe der E- und P-Selektin® SCID-Mausen
mit 2,23+0,27 signifikant reduziert (siehe Abb. 35) (p = 0,039). Auf der ipsilateralen Seite war
ein leichter Anstieg der Invasion von 0,56+0,23 bei der Kontrollgruppe mit normal
exprimiertem E- und P- Selektin zur Gruppe mit den E- und P-Selektin‘defizienten SCID-
Mausen (1,81+0,21) zu beobachten. Die verwendete RASF-Population zeigte ein

intensiveres  Migrationsverhalten  zur  kontralateralen und dort ein starkeres
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Invasionsverhalten, im Vergleich zum ersten Experiment obwohl ein kirzerer

Untersuchungszeitraum gewahlt worden war.

307 O E-P-selektin® SCID-Mause (n=8)

) B E-/P-Selektin® SCID-Mause (n = 8) *
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Abb. 35: Vergleich der Invasion (Mittelwert+SEM) zwischen E- und P-Selektin® SCID-Mausen (o) und E-
und P-Selektin” SCID-Mausen (m). Leichte Erh6hung der Invasion auf der ipsilateralen Seite bei E-/P-Selektin’
SCID-Mausen. Signifikante Reduktion der Invasion beim kontralateralen Implantat (p = 0,039).

Beide Experimente in vivo zeigen, dass die E-/P-Selektin Defizienz der SCID-Mause das
Migrations- und Invasionspotential der RASF beeinflusst, die Migration und Invasion jedoch

nicht komplett gehemmt wird.

4.4.3. Expression von CD31 und a-smooth muscle actin

Die GefaRneubildung am und im Implantat wurden genauer untersucht, um die Art der
Vaskularisierung zu charakterisieren, die wie unter 4.1.2. beschrieben in den Implantaten

identifiziert wurde.

Anhand der Fluoreszenz-Aufnahmen wurde deutlich, dass 9 Tage nach der Operation der
SCID-Méause aul3erhalb der Gelatinematrix grof3e und zum Teil dickwandige Arteriolen zu
erkennen sind. Diese besitzen einen gut sichtbaren duf3eren Ring aus glatten Muskelzellen
(smooth muscle cells, SMC) und einen inneren Ring aus EZ. Aul3erdem konnte ein relativ
groRes Gefald mit einem reduzierten a-SMA-Signal beobachtet werden, das in seinem Bau
an ein Kollateralgefal3 erinnert, welches gerade durch einen arteriogenen Prozess umgebaut
wird (siehe Abb. 36 B). Innerhalb der Gelatinematrix sind auflerdem vereinzelte

CD31-Signale zu erkennen, die teilweise daneben liegende a-SMA-Signale aufweisen,
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welche von SMC exprimiert werden (siehe Abb. 36 C und D). Das deutet darauf hin, dass
nach 9 Tagen im Innern der Gelatinematrix sowohl vereinzelte EZ vorliegen, aber auch, dass
schon mit SMCs umgebene Gefalde gebildet wurden.

Abb. 36: Doppelfluoreszenzmarkierung der ipsi- und Kkontralateralen Implantate gegen murines
CD31 (m) und murines a-SMA (m). Beispiel eines ipsilateralen Implantats, das 9 Tage nach der Operation
entnommen wurde. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (m). Die Uberlagerung des roten und des griinen
Signals resultiert in einer gelben Farbung. (A) Ubersichtsbild; (B) AuRerhalb der Gelatinematrix sind GefaRe mit
deutlichem a-SMA- sowie CD31-Signal, aber auch einzelne CD31-Signale zu erkennen. Der weil3e Pfeil deutet
auf ein Blutgefal® mit schwachem a-SMA-Signal hin. (C und D) Die weiRen Pfeile markieren einzelne CD31
Signale, die in der Gelatinematrix lokalisiert sind. AuRerdem sind Regionen mit a-SMA-Signal mit im inneren des
Rings vorliegenden murinem CD31 markiert.

4.5. Bindung von RASF an Thrombozyten

Durch die Arbeiten anderer Arbeitsgruppen war bekannt, dass die Interaktion der Leukozyten
bzw. EZ mit Thrombozyten in Entziindungsprozessen die Rekrutierung und Transmigration
der Leukozyten aus dem Blut erleichtert. Daher sollte eine mogliche Bindung der RASF im
murinen Blut an murine Blutplattchen immunhistochemisch analysiert werden. Zum
Nachweis diente das auf Blutplattchen exprimierte Adh&sionsmolekil Glykoprotein Ib (GPIb),
auch CD42b genannt.
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4.5.1. Nachweis von murinem CD42b in den Implantaten

Kryokonservierte Implantate von Tag 3 und Tag 9 nach der Operation wurden
immunhistochemisch analysiert. Ein Antikorpersignal gegen murines CD42b war im
Implantat nach 3 Tagen, vor allem an der Innenseite der murinen Blutgefal3e lokalisiert, zu
finden (siehe Abb. 37 A). Durch die Gegenfarbung mit Hamalaun war das zellreiche murine
Bindegewebe von der Gelatinematrix gut zu unterscheiden. Die Gelatinematrix wird ebenfalls
mit Hamalaun angefarbt und ist als grof3e, amorphe Struktur zu erkennen. Erkennbar war
eine CD42b-abhangige Farbung der GefaRwand und einzelner runder Strukturen im Lumen
des BlutgefalRes, bei denen es sich um Blutplatichen handeln kdénnte. Auch auRerhalb der
murinen GefalRe gab es an Tag 9 im ipsilateralen Implantat vereinzelte CD42b-Signale an
grolReren Zellen (siehe Abb. 37 B). Um welchen Zelltyp es sich bei den groBen CD42b-
positiven Zellen handelt, muss in weiteren Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen geklart

werden.
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Abb. 37: CD42b-Expression in den SCID-Maus Implantaten. (A) Ubersicht eines ipsilateralen Implantats von
Tag 3 nach der Operation; (B) Ubersicht eines Implantates von Tag 9; (C) VergroRerung eines Teilauschnittes
von A; (D) VergroRerung eines Teilauschnittes von B. Gegenfarbung mit Hamalaun. (A und C) Murine CD42b-
Signale nach 3 Tagen an und in den murinen GefafRen; (B und D) Murine CD42-Signal nach 9 Tagen an
einzelnen groRerer Zellen innerhalb der Gelatinematrix aber au3erhalb der murinen Gefalie. 84
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4.5.2. Nachweis von murinem CD42b in murinen Blut

Die Kolokalisation von humanen RASF und Thrombozyten in murinem Blut wurde mittels
Zytospin und nachfolgender immunhistochemischer Farbung mit Antikbrpern gegen murines
CD42b untersucht (siehe 3.4. und 3.7.1.). Nach 30 Tagen konnten im Blut einer nach dem
hier beschriebenen SCID-Maus Modell behandelten SCID-Maus CD42b assoziiert gré3ere
Zellen gefunden werden. Andere Zellen, von denen im Durchlicht nur die blauen Zellkerne zu
erkennen waren, zeigten keine Kolokalisation mit CD42b (siehe Abb. 38). Fir die Klarung, ob
es sich bei den groRBeren Zellen um RASF handelt, mussten auch mit den Zytospin-
Praparaten Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen durchgefuhrt werden. Die
Immunfluoreszenz-Farbung fur diesen Antikorper konnte im Rahmen der Arbeit noch nicht

etabliert werden.

28

Abb. 38: Anti-murine-CD42b Antikdrper-Signale im murinen Blut. (A) Ubersicht eines Zytospin-Praparats, 30
Tage nach der Operation; (B) VergréRerung eines Teilausschnittes mit einigen groéf3eren und CD42b assoziierten
Zellen. Gegenfarbung mit Hamalaun.

4.6. Versuche zur Inhibition der RASF-Transmigration

Die Transmigration der RASF sollte mit RNase A, DNase 1 sowie verschiedenen DMARDs
und Biologika gehemmt werden. Klinisch-therapeutisch wurde bis jetzt nur die Wirkung einer
anderen RNase beschrieben, der Onkonase. Diese zytotoxische RNase zeigte einen
tumorhemmenden Effekt und wird deshalb momentan in klinischen Studien untersucht (6).
Der Effekt der DMARDs und Biologika, der sonst nur im Gesamtzusammenhang der
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immunologischen Prozesse der RA beobachtet wird, sollte spezifisch hinsichtlich des

Transmigrationsverhaltens der RASF untersucht werden.

4.6.1. Einfluss extrazelluldrer RNS und DNS

Extrazellulare RNS ist fur die Permeabilitat der Blut/Hirn-Schranke (24) von entscheidender
Bedeutung. Aus diesem Grund sollte getestet werden, ob RASF in vitro extrazellulare RNS
bzw. RNase in den Kulturiberstand abgeben. Die Wirkung extrazellularer RNS sowie DNS
und extrazellularer RNase sowie DNase auf die Expression pro-inflammatorischer Zytokine
(z. B. IL-6) wurde als Parameter zur Auswertung der RASF-Aktivitdt gemessen. Letztlich
wurde der Effekt einer Zugabe von RNase oder DNase, also die Reduktion extrazellularer
RNS oder DNS im SCID-Maus Modell im Bezug auf das Verhalten der implantierten RASF
untersucht. Hierfur wurde die Konzentration an extrazellularer RNS und DNS im Blut der
SCID-Mause durch eine intraventse Applikation von RNase [42 ug/kg LG] oder DNase [42
po/kg LG] reduziert.

4.6.1.1. Sekretion von RNase/exRNS durch RASF in vitro

Da noch keine Daten zur Sekretion von RNase und exRNS durch Fibroblasten bekannt
waren, wurde die Konzentration der exRNS und RNase im Uberstand von synovialen
Fibroblasten von Patienten mit verschiedenen Gelenkerkrankungen (rheumatoide Arthritis,
Osteoarthritis und Psoriasisarthritis: PsA) sowie von gesunden Probanden (NFS) analysiert
(siehe Abb. 39). Die Zellen wurden fiir diesen Versuch 24 Sunden in serumfreiem DMEM
kultiviert, da FCS beim RNase-Aktivitats-Test (siehe 3.8.5.) stort. Nach einer 24-stiindigen
Kultur in serumfreiem DMEM zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei den Mengen
der sezernierten RNase zwischen den untersuchten Gruppen von SF (gesunde Probanden,
RA, OA und PsA). Tendenziell schienen die SF von Patienten mit Gelenkerkrankungen eine
hohere Sekretion von extrazellularer RNase (RASF = 1,13+0,24; OASF = 1,16+0,07,
PsA-SF = 1,20+0,19) im Vergleich zu gesunden Probanden (0,89+0,15) aufzuweisen. Die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Somit konnte gezeigt werden, dass SF in der
Lage sind extrazellulare RNase zu produzieren. Es trat wéhrend des Versuchs keine

veranderte oder vermehrte Apoptose der kultivierten SF auf.
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Abb. 39: RNase-Aktivitat im Zellkulturiiberstand verschiedener SF-Populationen (Mittelwert+SEM). Die
Aktivitat der RNase wurde, wie unter 3.8.5. beschrieben, gemessen und ins Verhdltnis zur Proteinkonzentration
des Zellpellets gesetzt. NFS: synoviale Fibroblasten von gesunden Probanden (n = 2), PsA-FS: synoviale
Fibroblasten von Patienten mit Psoriasisarthritis (n = 2), RASF (n = 3), OASF (n = 3). Es waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den SF-Kulturen feststellbar. Eine tendenzielle Erhéhung der Menge an sezernierter
RNase bei den Uberstinden der SF von Patienten mit Gelenkveranderungen im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe.

AuBerdem wurde festgestellt, dass alle SF-Populationen exRNS in die Kulturtiberstande
(siehe Abb. 40) sezernieren. Die Menge an sezernierter extrazellularer RNS wies bei den
untersuchten Gruppen (NSF = 0,30+0,20; RASF = 0,22+0,06; OASF = 0,17+0,09;
PsA-SF = 0,28+0,01) keine signifikanten Unterschiede auf. Die groten Schwankungen

waren in der Kontrollgruppe der gesunden Probanden festzustellen.
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Abb. 40: RNS-Konzentration im Zellkulturiberstand verschiedener SF-Populationen (Mittelwert+SEM). Die
RNS-Konzentration wurde photometrisch gemessen (wie unter 3.6.1. beschrieben) und im Verhéltnis zur
Proteinkonzentration des Zellpellets angegeben. NSF: synoviale Fibroblasten von gesunden Probanden (n = 2),
PsA-SF: synoviale Fibroblasten von Patienten mit Psoriasisarthritis (n = 2), RASF (n = 3), OASF (n = 2). Die
Menge an extrazellular abgegebener RNS wies bei allen SF-Populationen keine signifikanten Unterschiede auf.
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4.6.1.2. Effekte der Stimulierung von RASF mit RNase/DNase in vitro

Der Effekt von extrazellularer RNase (RNase A) und extrazellularer DNase (DNasel) auf die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine durch RASF wurde in vitro Uberprift. Die RASF
wurden, wie unter 3.1.14. beschrieben, stimuliert und als Analyseparameter wurde die IL-6-

Konzentration im Kulturiiberstand gemessen.

Die sezernierte IL-6 Menge im Uberstand der RASF konnte sowohl durch die Zugabe von
RNase als auch von DNase im Vergleich zur Kontrolle reduziert werden (siehe Abb. 41).
Dies weist darauf hin, dass die von den RASF produzierte exRNS und exDNS pro-
entziindliche Effekte auf RASF austibt.
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Abb. 41: Sezerniertes IL-6 im Zellkulturiiberstand von mit RNase bzw. DNase stimulierten RASF. Fir die
Kontrolle wurden RASF fir 15 Stunden mit autologem konditioniertem Medium stimuliert. Die DNase-Gruppe
erhielt zusétzlich 1 pg/ml DNase und die RNase-Gruppe 1 pg/ml RNase wéhrend der 15 Stunden. Das
Experiment wurde mit einer RASF-Population durchgefiihrt.

Die RASF wurden in serumreduziertem Medium (2% FCS) und unterschiedlichen
Konzentrationen an autologer DNS bzw. RNS fir 15 Stunden stimuliert, um zu testen, ob die
Zugabe von exRNS bzw. exDNS einen gegensatzlichen Effekt auf die Sekretion von IL-6 in
den Zellkulturiiberstand hat als die Zugabe von RNase bzw. DNase.

Durch die Zugabe von autologer RNS bzw. autologer DNS konnte die Sekretion von IL-6 in
den Zellkulturiberstand konzentrationsabhangig erhéht werden (siehe Abb. 42). Die isolierte
genomische DNS bzw. RNS unterscheidet sich vermutlich von der exRNS und exDNS in den
konditionierten Kulturiiberstdnden. Dennoch konnte im ersten Versuch eine stimulierende

Wirkung auf die RASF-vermittelte IL-6 Produktion beobachtet werden.
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Abb. 42: Sezerniertes IL-6 im Zellkulturiberstand der mit DNS und RNS stimulierten RASF. Fur die
Kontrolle wurden RASF fur 15 Stunden in serumreduziertem Medium (2% FCS) kultiviert. Die erste RNS-Gruppe
erhielt zusétzlich 1 pg/ml und die zweite 25 pg/ml autologe RNS fur 15 Stunden. Die erste DNS-Gruppe erhielt
zusétzlich 1 pg/ml und die zweite 25 pg/ml autologe DNS fir 15 Stunden. Das Experiment wurde mit einer
RASF-Population durchgefihrt.

4.6.1.3. Effekte intravenos applizierter RNase oder DNase in vivo

Die Wirkung einer erhéhten Konzentration von zirkulierender RNase oder DNase im Blut auf
das Transmigrationsverhalten der RASF wurde mit Hilfe des SCID-Maus Modells in vivo

analysiert. Die Applikation erfolgte jeweils dreimal wochentlich intravenos.

Experiment 1, Dauer 60 Tage

Bei diesem Experiment wurde im SCID-Maus Modell DNase oder RNase Uber 60 Tage
injiziert. Bei RNase-Behandlung konnte eine leichte Reduktion der Invasion des ipsilateralen
Implantats beobachtet werden. Beim kontralateralen Implantat war dagegen bei der DNase-
Behandlung eine geringe Reduktion der Invasion zu beobachten. Beide Werte erreichten
jedoch keine statistische Signifikanz (siehe Abb. 43). Die Transmigration der RASF in den

kontralateralen Knorpel unterschied sich zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant.
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Abb. 43: Invasivitat (Mittelwert+SEM) der RASF nach Behandlung mit DNase bzw. RNase im SCID-Maus
Modell Gber 60 Tage. Nach einer dreimal wéchentlichen i.v. Injektion von 42 pg/kg LG DNase (m, n = 3) bzw.
42 pg/kg LG RNase (o, n = 5) im Vergleich zu physiologischer Kochsalzlésung (m, n = 5) zeigte sich keine
signifikante Reduktion der Invasion.

Experiment 2, Dauer 45 Tage

Da die Applikation von RNase bzw. DNase nach 60 Tagen keine signifikante Reduktion der
Invasion aufwies, sollte das Ergebnis mit einem kirzeren Beobachtungszeitraum Uber 45
Tage verglichen werden. Dadurch wurde eine mdogliche zu spate Analyse des 60 Tage
dauernden Versuchs vermieden. Wahrend eines zu langen Zeitraums kénnten die Effekte
der DNase bzw. RNase auf die RASF-Invasion durch die Wirkung anderer pro-

inflammatorischer Faktoren tberlagert werden.

Nach 45 Tagen Versuchsdauer zeigte sich, im Gegensatz zum Versuch nach 60 Tagen,
dass die SCID-Mause, die dreimal wdchentlich i.v. mit 42 ug/kg LG DNase oder RNase
behandelt worden waren, eine deutliche Reduktion der Invasion im ipsilateralen Knorpel im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (2,30+0,36) aufwiesen (siehe Abb. 44). Die Reduktion der
Invasion war in beiden Fallen signifikant (DNase: 0,75+0,15 mit p = 0,0072 und RNase:
1,22+0,29 und p = 0,0479). Die Migration der RASF zum und die Invasion in den
kontralateralen Knorpel blieben unverandert.
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Abb. 44: Invasivitat (Mittelwert+SEM) der RASF nach Behandlung mit DNase bzw. RNase im SCID-Maus
Modell Uber 45 Tage. Die erste Versuchsgruppe (m, n = 4) war die Kontrollgruppe, bei der physiologische
Kochsalzldsung i. v. appliziert wurde, die zweite Gruppe (=, n = 4) erhielt 42 pg/kg LG DNase und die dritte
Gruppe (o, n = 5) erhielt 42 pg/kg LG RNase i.v. appliziert. * p < 0,05, ** p < 0,001.

4.6.2. Effekte von DMARDSs, Biologika und eines Proteasomen-Inhibitors

Das SCID-Maus Modell wurde fur diesen Versuch entsprechend der Versuche mit RNase
und DNase angepasst. Den Tieren wurden wahrend des 60 Tage dauernden Versuchs
DMARDSs, Biologika oder der Proteasomen-inhibitor entsprechend der therapeutischen
Dosierung von RA-Patienten intraperitoneal (i.p.) injiziert. Analyseparameter waren die
Effekte der Therapeutika auf die Knorpelinvasion in das ipsilaterale Implantat, die Hemmung
der Fibroblasten-Migration zum kontralateralen Implantat und die Invasion der RASF in das

kontralaterale Implantat.

Experiment 1 (Glukokortikoide, Methotrexat, Anakinra und Tocilizumab)

Die SCID-Mause wurden nach der Operation (Einsetzen des ipsi- und des kontralateralen
Implantats) in 6 Gruppen aufgeteilt. Jede Gruppe erhielt jeweils i.p. verabreichte
Therapeutika. Alle Medikamente wurden in entsprechend der fiir den Menschen ublichen

Konzentration auf das Gewicht der Maus bezogen appliziert.
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Die Ergebnisse der Invasionsanalyse sind in Abb. 45 dargestellt. Die mit physiologischer
Kochsalzlosung behandelte Kontrollgruppe zeigte einen Invasionswert von 1,09+0,34 auf der
ipsilateralen Seite und einen &hnlichen Wert von 1,00+0,30 auf der kontralateralen Seite. Die
mit Anakinra behandelte Gruppe hatte ungeféhr den gleichen Invasionswert wobei die
Invasion kontralateral erhdoht war (ipsilateral: 1,03+0,19; kontralateral: 1,24+0,30). In der
dritten, mit Tocilizumab behandelten Gruppe war eine auf beiden Seiten erhthte Invasion zu
beobachten (ipsilateral 1,58+0,27 und kontralateral 1,30+0,29). Die Behandlung mit
Methotrexat hatte einen um die Halfte reduzierten Invasionsscore der ipsilateralen Seite zur
Folge (0,47+0,17). Im Gegensatz dazu war die kontralaterale Invasion im Vergleich zur
Kontrollgruppe leicht erhdht und etwa auf dem gleichen Level wie die kontralaterale Invasion
der Anakinra- und der Tocilizumab-Gruppe (1,30£0,29).

Die Glukokortikoide fuhrten neben Methotrexat zur deutlichsten Reduktion auf der
ipsilateralen Seite. Die mit Dexamethason behandelten SCID-M&use wiesen in diesem
Experiment eine Reduktion der Invasion im ipsilateralen Knorpel auf, kontralateral zeigte sich
aber die starkste Invasion aller Behandlungsgruppen (ipsilateral 0,88 + 0,28 und kontralateral
1,52+0,53). Die mit Prednisolon behandelte Gruppe zeigte die stérkste Reduktion der
Invasion in den ipsilateralen Knorpel, die im Vergleich zur Kontrollgruppe um mehr als die
Halfte reduziert war (0,43+0,13). Die Invasion in den kontralateralen Knorpel war auf dem

gleichen Level wie die kontralaterale Invasion der Kontrollgruppe (1,13+0,30).

O ipsilaterales Implantat
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Abb. 45: Invasion (Mittelwert+tSEM) der RASF in den ipsi- und kontralateralen Knorpel nach der
Behandlung mit i.p. verabreichten Medikamenten. Die Kontrolle (n = 8) erhielt dreimal wo&chentlich
physiologische Kochsalzlésung, die Anakinra-Gruppe (n = 8) dreimal wdchentlich 1,25 pg/g LG, die Tocilizumab-
Gruppe (n = 8) einmal pro Woche 8 pg/g LG, die Methotrexat-Gruppe (n = 6) zweimal wochentlich 1 pg/g LG, die
Dexamethason-Gruppe (n = 6) zweimal wochentlich 0,5 pg/g LG und die Prednisolon-Gruppe (n = 6) bekam
zweimal wdchentlich 4 pg/g LG. Die Substanzen wurden fur die i.p. Applikation in physiologischer Kochsalzlésung
verdinnt. Die Versuchsdauer betrug 60 Tage. 92
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Insgesamt war die Invasion der verwendeten RASF nach 60 Tagen im Vergleich zu anderen
SCID-Maus Modell Versuchen gering. Bemerkenswert war jedoch, dass alle untersuchten
DMARDs auf der ipsilateralen Seite einen invasionsreduzierenden Effekt zeigten. Die beiden
verwendeten Biologika zeigten diesen Effekt nicht oder hatten im Fall von Tocilizumab einen
invasionsfordernden Effekt. Eine Reduktion der Invasion in die kontralaterale Seite konnte

interessanterweise durch keines der untersuchten Medikamente erreicht werden.

Die fotografische Dokumentation der Vaskularisierung zeigte ebenfalls eine geringe
Reduktion der in die Gelatinematrix sprossenden Kapillaren in der Prednisolon-Gruppe
(siehe Anhang Abb. 53).

Experiment 2, Biologika und der Proteasom-Inhibitor

Im zweiten Experiment wurden erneut Tocilizumab aufgrund seines bereits beobachteten
invasionsfordernden Effekts sowie Bevacizumab und Bortezomib untersucht. Die
Kontrollgruppe wurde, wie im ersten Experiment, mit physiologischer Kochsalzlésung
behandelt. Der Invasionswert des zweiten Experiments war bei der Kontrollgruppe auf der
kontralateralen Seite (1,67+0,42) hoher als auf der ipsilateralen Seite (1,05+0,24) (siehe Abb.
46). Normalerweise ist im SCID-Maus Modell die kontralaterale Seite nach 60 Tagen nicht so
stark invadiert wie die ipsilaterale Seite. Die Invasivitat der RASF war starker als beim ersten
Experiment. Die Tocilizumab-Gruppe wies eine minimale Verringerung der Invasion auf
beiden Seiten im Verhéltnis zur Kontrollgruppe auf, die aber nicht signifikant war (ipsilateral
0,78+0,15; kontralateral 1,43+0,44). Auch die Invasion in der Bortezomib-Gruppe entsprach
auf beiden Seiten in etwa dem Invasionsniveau der Kontrolle (ipsilateral 0,89+0,16;
kontralateral 1,67+0,43). Die mit Bevacizumab behandelte Gruppe lie3 als Einzige einen
reduzierten Invasionswert auf der kontralateralen Seite erkennen (0,89+0,20). Die Invasion

der ipsilateralen Seite (1,18+0,23) war jedoch im Vergleich zur Kontrolle etwas erhdht.
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Abb. 46: Vergleich der Invasion (Mittelwert+SEM) der RASF in den ipsi- und in den kontralateralen Knorpel
nach Behandlung mit i.p. verabreichten Medikamenten. Die Kontrolle (n = 6) erhielt dreimal wdchentlich
physiologische Kochsalzlésung, die Tocilizumab-Gruppe (n = 6) einmal pro Woche 8 pg/g LG, die Bortezomib-
Gruppe (n=6) 1 pg/g LG an Tag 1, 3, 6, 10 und 14, dann folgte eine 10-tégige Pause und der Zyklus begann von
neuem, die Bevacizumab-Gruppe (n = 6) einmal wochentlich 5 pg/g LG. Die Medikamente wurden in
physiologischer Kochsalzldsung verdinnt. Die Versuchsdauer betrug 60 Tage.

Die fotografische Dokumentation der Vaskularisierung zeigte ebenfalls eine geringe
Reduktion der in die Gelatinematrix sprossenden Kapillaren in der Bevacizumab-Gruppe

(siehe Anhang Abb. 53). Ansonsten waren keine Veranderungen zu beobachten.

4.7. Perichondrozytare Knorpeldegradation

Die perichondrozytare Knorpeldegradation wies bei den SCID-Maus-Versuchen nur
marginale Unterschiede zwischen den jeweiligen Untersuchungsgruppen auf. Beim zweiten
Experiment zur Untersuchung der Effekte von DMARDS, Biologika und eines Proteasom-
Inhibitors (siehe 4.6.2.) lag beispielsweise der Unterschied zwischen der kontralateralen
Knorpeldegradation der Kontrolle im Vergleich zur kontralateralen Knorpeldegradation der
mit Bevacizumab behandelten Tiere nach dem studentischen t-Test nur bei p = 0,321. Dies
traf auf alle weiteren Experimenten zu, deshalb wurde in der Dissertation auf die
Prasentation der perichondrozytdren Knorpeldegradation fir die SCID-Maus-Versuche
verzichtet.
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5. DISKUSSION

RASF sind an der Pathophysiologie der RA mafigeblich beteiligt (39, 57 und 76). Aufgrund
ihrer gesteigerten Expression von Adh&sionsmolekilen sind sie in der Lage, an
Knorpelmatrix zu adhérieren und durch die Expression von MMP die Knorpelmatrix zu
invadieren und zu degradieren (39 und 57). Aul3erdem haben sie durch die Produktion von
pro-entzundlichen und Angiogenese-fordernden Faktoren eine wichtige Funktion bei der
Aufrechterhaltung des entziindlichen Niveaus im Synovialgewebe (76). In unserer
Arbeitsgruppe wurde aul3erdem kuirzlich das erhdhte Migrationspotential von RASF Uber
Gewebegrenzen hinaus Uber das Gefal3system beschrieben (57). Durch diese Entdeckung
der Migrationsfahigkeit von RASF im Mausmodell und der Tatsache, dass die Zellen
vermehrt im Blut und in der Milz zu finden waren (57), ergab sich die Frage nach den
Mechanismen dieser Migration. Aus diesem Grund wurde der Schwerpunkt der vorliegenden
Promotionsarbeit auf die Untersuchungen dieser Mechanismen des spezifischen
Migrationsverhaltens von RASF gelegt. Im Vordergrund standen hierbei Analysen zur Kinetik

der transendothelialen Migration und der Interaktion mit den Endothelzellen.

Zur Analyse der endothelialen Interaktion der RASF wurde vor allem die Expression von
Adhéasionsmolekilen auf RASF untersucht. Zusatzlich wurde die Bindung von RASF an
bekannte endotheliale Adhasionsmolekule funktionell analysiert. Ein weiterer wichtiger Punkt
war die Analyse der Interaktion von Thrombozyten mit RASF. Nachdem bestimmte
Mechanismen zur GefaR-RASF-Interaktion identifiziert werden konnten, wurden
inhibitorische Studien durchgefiihrt, um das invasive und migratorische Verhalten der RASF
zu blockieren bzw. die Bedeutung dieser Adhasionsmechanismen zu bestatigen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sollten Einblicke in den Ablauf und die Mechanismen der RASF-
Migration geben, um Voraussetzungen fiir neue Therapieansatze zu identifizieren, die eine

Ausbreitung von RASF zu nicht erodierten Gelenkarealen und Gelenken verhindern kdnnten.

5.1. Kinetik der RASF-Transmigration im SCID-Maus Modell

In friheren Untersuchungen unseres Labors konnte gezeigt werden, dass RASF von der
ipsilateralen Implantationsseite zum kontralateralen Implantat migrieren (57). Die Migration
findet hierbei Uber das BlutgefaRsystem statt (57). Im ersten Schritt der vorliegenden Arbeit
wurden die zeitlichen Ablaufe untersucht, die letztendlich zur Migration und Invasion der

RASF in den kontralateralen Knorpel fiuhren. Ein Schwerpunkt der Analysen zur
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Migrationskinetik lag auf der Induktion der GefaRneubildung und der Dauer des Aufenthalts
der RASF im Blut, da RASF nachgewiesen die bisher einzigen Fibroblasten sind, die durch
das Gefal3system migrieren kénnen.

5.1.1. Zeitlicher Ablauf der Transmigration im SCID-Maus Modell

In den unter 4.1. und 4.2. beschriebenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Kinetik
der RASF-bedingten Knorpelinvasion und die Transmigration der RASF im SCID-Maus

Modell in mehren Schritten ablauft. Der zeitliche Ablauf besteht aus:

1.) Induktion einer RASF-bedingten Gefalineubildung auferhalb der Gelatinematrix auf der

ipsilateralen Seite

2.) Induktion einer weiteren Gefal3neubildung innerhalb der Gelatinematrix vor allem auf der
ipsilateralen Seite

3.) Anreicherung der humanen RASF in den murinen Milzen

4.) Adhéasion und Invasion der RASF an den koimplantierten Knorpel auf der ipsilateralen
Seite, danach erfolgte die Adhasion und Invasion der RASF an den Knorpel auf der

kontralateralen Seite

Im Detail basieren diese Ablaufe auf folgenden Mechanismen.

5.1.1.1. Induktion einer RASF-bedingten GefaBneubildung auflerhalb der

Gelatinematrix

Schon nach 1,5 Tagen konnte bei zwei von drei Zeitverlaufversuchen eine sehr frihe
GefaRinduktion auf der ipsilateralen Seite (mit RASF implantierter Knorpel) au3erhalb der
Gelatinematrix beobachtet werden. Bei einem Zeitverlaufversuch liegen keine Daten zur
Gefalineubildung wéhrend dieser friihen Zeitpunkte vor, da der erste Analysezeitpunkt an
Tag 6 erfolgte. Verschiedene Kriterien sprechen dafir, dass es sich dabei um die
arteriogenen Veranderungen von Kollateralgefafen handelt (siehe 1.6.2.1.). Diese Kriterien
sind die korkenzieherartige Form (88, 91, 92 und 94) sowie eine veranderte
GefalRwandstruktur, die mit einer Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung im Implantat

nachgewiesen werden konnte (Abb. 36). Diese veranderte Gefallwandstruktur beruht auf der
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Reduktion des a-smooth muscle actin (a-SMA), die typisch fir die Arteriogenese ist (14). In
der Forschung zum Ablauf der Arteriogenese wird experimentell die Reifung der Kollateralen
zu Arterien durch das VerschlieRen von gréReren Geféal3en und einem daraus resultierenden
erhohten Blutfluss induziert (13, 14, 28, 41, 54, 81, 86 und 92). So konnten Scholz et al.
nach einem kinstlichen GefalRverschluss bis zu Tag 2 als einzige Verédnderung einen
erhohten Blutfluss beobachten (91). In unserem Modell wird die arteriogeneseartige
Veradnderung der Kollateralen vermutlich durch einen ldslichen Faktor stimuliert, da eine
Induktion durch Zell-Zell-Kontakte der Gefadl3e mit RASF innerhalb der kurzen Zeit sehr
unwahrscheinlich ist und ein Gefal3verschluss nicht herbeigefiihrt wurde. Es wird postuliert,
dass Wachstumsfaktoren wie VEGF, basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) oder Fibroblast
Growth Factor 2 (FGF-2) und das Chemokin MCP-1, die von RASF produziert werden an der
Arteriogenese beteiligt sind (39, 80, 28, 41 und 54). Im Gegensatz zu den publizierten
Ergebnissen steht, dass die Arteriogenese in unserem Modell schon nach 35 Stunden
nachzuweisen war. Eine mdgliche Antwort darauf kdnnte sein, dass die von den RASF
sezernierten  Arteriogenese-beeinflussenden  Faktoren, die Monozyten-Rekrutierung
schneller und unabhéngig von der Flussrate im Blut induziert. Diese frihe RASF bedingte
Arteriogenese war unerwartet, da bis jetzt nicht bekannt war, dass RASF diesen Prozess
induzieren. Es bleibt zu klaren ob die von SF induzierte Arteriogenese nur im SCID-Maus
Modell zu beobachten ist oder ob die Induktion der GefalZneubildung auch in der RA oder
anderen entzindlichen Gelenkerkankungen eine Rolle spielt. Interessanterweise wurden
korkenzieheratige GefélRe auch bei Patienten mit Psoriasisarthritis beobachtet (23). Das
konnte fir die Pathogenese in der RA bedeuten, dass die erhéhte Gefal3dichte im Synovium
nicht nur auf die Induktion von Angiogenese zuruckzufiihren ist sondern, dass wahrend der

frihen Phase der RA auch eine verstéarkte Arteriogenese moglich ist

5.1.1.2. Induktion einer Gefalineubildung innerhalb der Gelatinematrix

Ab Tag 6 war eine veranderte GefaRneubildung zu beobachten, die sich durch sehr kleine
BlutgefalRe auszeichnete, die in die Gelatinematrix hineinsprossen (siehe Abb. 18 G-L und
Anhang Abb. 51 und 52). Diese weitere Gefaf3neubildung war nicht so schnell und intensiv
wie die erste. Die GefalRe waren sehr englumig und ihr Aufbau meist gradlinig und zu den
Enden hin verjingend. Es ist bekannt, dass Fibroblasten, die an der Wundheilung beteiligt
sind Angiogenese induzieren kdnnen (42) und das RASF Angiogenese-fordernde Faktoren
sezernieren (39). Die zweite, spatere Induktion der Gefal3neubildung war deutlich von der

ersten an der Oberflache lokalisierten Induktion zu unterscheiden. Hierbei muss es sich um
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einen anderen, RA-spezifischeren Prozess als die Kollateralenreifung (Artheriogenese)
handeln, da innerhalb der Gelatinematrix keine Kollateralgefaf3e enthalten sind. Als mogliche
Mechanismen dieser Neovaskularisierung kommen Angiogenese oder Vaskulogenese in
Frage, die fiur die Versorgung des Implantat-lnneren verantwortlich ist. Die
immunhistochemische Analyse der Implantate auf den Endothelzellmarker CD31 (siehe
4.1.2.2.) zeigt eine Zunahme der CD31 positiven Zellen ab Tag 12 innerhalb der
Gelatinematrix. Allerdings konnte mit diesem Versuch die Art der Gefaf3neubildung nicht
zwischen Angiogenese oder Vaskulogenese unterschieden werden, da sowohl
ausdifferenzierte Endothelzellen als auch EPC CD31 exprimieren. Am darauffolgenden
Analysezeitpunkt (Tag 18) konnten die CD31+ Zellen kontralateral nicht nachgewiesen
werden (siehe Abb. 19 F). Der Nachweis von CD31+ Zellen an Tag 12 (Abb. 19 D) kénnte
daran liegen, dass der Knorpel bei diesem Zeitpunkt sehr weit am Rand des Implantats lag.
Aus diesem Grund héatte der RASF rekrutiende Faktor schneller ins Blut gelangen kénnen
und somit die RASF schneller zum Knorpel transmigrieren lieRR. Eine Doppelmarkierung mit
murinem CD31 und murinem CD133, einem EPC-Marker, sollte klaren, ob es sich bei dieser
GefalRneubildung um Angiogenese oder Vaskulogenese handelt. Die vollstéandige
Etablierung der Doppelmarkierung konnte im Rahmen der Dissertation aber noch nicht

abgeschlossen werden.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass RASF die Angiogenese oder Vaskulogenese
induzieren. Im Verlauf der RA ist eine deutlich erhéhte Vaskularisierung des
Synovialgewebes zu beobachten (9, 22, 103 und 105). Aus den Ergebnissen aus Tell
4.1.2.1. und den Abbildungen 51 und 52 im Anhang lasst sich schlussfolgern, dass die RASF
mdoglicherweise zu einem groRReren Anteil fir die in der RA beschriebene GefalZneubildung
verantwortlich sind, als bisher angenommen wurde. Aus diesem Grund wurden die friihzeitig

gebildeten Gefal3e im Rahmen der Arbeit naher charakterisiert.

Schon jetzt wird die Hemmung der Angiogenese als therapeutische Intervention fir die RA
untersucht, hat aber bis jetzt noch zu keinen klinisch relevanten Ergebnissen gefiihrt (54).
Unter 4.6.2., ist die Reduktion der RASF-Invasion auf der kontralateralen Seite durch den
Angiogenesehemmer Bevacizumab dargestellt. Auch die fotografische Dokumentation der
Implantate zeigte eine deutlich reduzierte GefaReinsprossung nach der Behandlung mit
Bevacizumab (Anhang Abb. 53). Dieses Experiment zeigt das Ausmald der VEGF-
Hemmung. Durch Bevacizumab werden wahrscheinlich alle drei GeféaRneubildungsarten
reduziert, da VEGF an allen Vaskularisierungsprozessen beteiligt ist und zusatzlich die

Permeabilitat der Gefal3e reduziert, die bei allen Gefal3neubildungsprozessen erhoht ist.
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Migration der RASF zu den GefalRen

Die Frage, wann und wie die RASF in direkte N&he zu den GefédlRen gelangen, war eine
zentrale Fragestellung, die bereits am Anfang der Untersuchungen gestellt wurde. Ein Teil
der Strecke kann durch die Induktion von Gefa3neubildung tberwunden werden. Der letzte
Schritt bis zur direkten Adhasion an die GefalBwand wurde in den Experimenten noch nicht
analysiert. Deshalb lasst sich Giber den chemotaktisch wirksamen Reiz nur spekulieren. Auch
fur dendritische Zellen ist bekannt, dass sie gezielt migrieren. Die genauen Ablaufe und
beteiligten Molekiile der gerichteten Migration von dendritischen Zellen sind aber noch nicht
genau analysiert worden (87). Aus der Literatur geht aber hervor, das Fibroblasten nach
einer Laminin-Bindung ein verstéarktes Migrationsverhalten aufweisen (60). Die Konzentration
von Laminin erhdht sich wahrend des Verlaufs der RA in der Synovialmembran (1), was zu
einer Induktion der verstarken Migration fihren kann. Diese verstarkte Migration kdnnte die
RASF die Restdistanz bis zur Basalmembran der Gefa3wand tGberwinden lassen. AufRerdem
konnte gezeigt werden, dass RASF eine erhdhte Chemotaxis auf Komponenten der
Knorpelmatrix aufweisen (76). Da die ECM der Knorpelmatrix teilweise mit der ECM der
Basallamina Ubereistimmt, konnten die gleichen Bestandteile, die die gerichtete Migration
(Chemotaxis) der RASF auf die Knorpelmatrix hin induzieren, auch die Chemotaxis in
Richtung GeféaBwand veranlassen. Zusammengefasst scheint das entziindete Synovium die
Migration der RASF zur ECM des Knorpels (57) und zu der BlutgefaBwand zu erhéhen.

Vergleich der GefaRneubildungsinduktion bei RASF versus OASF

OASF-Fibroblasten zeigen keine Migration von der ipsi- zur kontralateralen Seite im SCID-
Maus Modell (57). Darum sollte ein Experiment klaren, ob die Angiogenese-Induktion ein
urséachlicher Unterschied im Verhalten der RASF zu den OASF ist. Hierzu wurde die
Intensitat und Geschwindigkeit der Angiogenese-Induktion zwischen OA- und RASF
verglichen. Es stellte sich heraus, dass sich die Angiogenese-Induktionskapazitat von RA-
und OASF nicht unterscheidet (siehe Abb. 20 und Abb. 21). Somit scheint die Arteriogenese-
Induktion SF-spezifisch zu sein, ist aber nicht fir das unterschiedliche Migrationsverhalten
zwischen transmigrierenden RASF und ortsstandigen OASF verantwortlich. Wahrend der
Durchfihrung der Experimente wurde eine Arbeit zur Induktion einer GefaRneubildung
publiziert (20). Durch diese Publikation wurden die unter 4.1.3. dargestellten Daten verifiziert
und sie unterstreicht die momentane Aktualitdt des Themas in der rheumatologischen
Grundlagenforschung. Die Autoren zeigen in einem anderen Tier-Modell, dass sowohl RASF
als auch OASF Angiogenese induzieren kénnen. In dem Artikel werden die verschiedenen

isolierten Fibroblasten (RASF, OASF synoviale Fibroblasten von gesunden Probanden und
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normale Hautfibroblasten) in einem Matrigel-Pfropfen unter der Haut der SCID-Mause
platziert (20). Im Unterschied zu unseren Ergebnissen wurde die Angiogenese-Induktion von
der anderen Gruppe nicht in Verbindung mit der RASF-Migration gesehen.

5.1.1.3. Nachweis humaner RASF im murinen Blut und in den murinen Milzen

Bereits nach 6 Tagen und ununterbrochen bis Tag 30 konnte humanes Vimentin als Marker
fur die migrierenden humanen Zellen in den murinen Milzen immunhistolgisch nachgewiesen
werden (siehe Abb. 23). Deshalb ist anzunehmen, dass die RASF sich sehr friih im murinen
Blutkreislauf befinden. Es ist eine leichte Erhéhung der Menge an humanem Vimentin von
Tag 6 zu Tag 12 zu beobachten, danach blieb das Vimentin-Signal in etwa konstant (Abb.
23).

Die frlhe Transmigration der RASF ins BlutgefalRsystem kann durch die GefaBRlumen-
VergroRerung wahrend der Arteriogenese bedingte sein, die immer eine gleichzeitige
Erhohung der Permeabilitat der GefaRe zur Folge hat (86), was den Ubertritt der RASF

erleichtern wirde.

Humane RASF sind im murinen Blut der SCID-Méause nachweisbar (siehe Abb. 22). Um eine
Aussage Uber die Menge der im blutbefindlichen RASF im Zeitverlauf machen zu kénnen,
wurde die DNS aus den Blutzellen der SCID-M&ause von zwei Zeitverlaufsversuchen isoliert

und sollte mit Hilfe verschiedener Oligonukleotide amplifiziert werden.

Bei der ersten Methode handelte es sich um den quantitativen Nachweis humaner
mannlicher DNS im Blut der weiblichen SCID-Méause. Der Vergleich der Menge des
amplifizierten sry-Gens sollte Auskunft Gber den Beginn der Transmigration der RASF ins
BlutgefaRsystem geben. Dieser Nachweis ist nicht unproblematisch, da das Gen nur in einer
Kopie pro ménnlicher Zelle vorkommt. Zusatzlich befinden sich wahrscheinlich zu Beginn nur
sehr wenige RASF im murine Blut und die Menge Blut pro Tier, die entnommen werden kann
ist auf circa 1 ml limitiert. Aufgrund dieser Schwierigkeiten war der Nachweis des sry-Gens

im Zeitverlauf nicht méglich.

Ein weiteres Verfahren beruhte auf dem Nachweis von humanen ALU-Sequenzen als
Nachweis humaner Zellen im murinen Blut. Die FRAM-Familie der ALU-Sequenzen kommt
im Genom von Nagern nicht vor (52 und 10) und ist deshalb in diesem Versuch
humanspezifisch und kann somit zur Quantifizierung der humanen Zellen herangezogen

werden (75). Die PCR zur Analyse der ALU-Sequenzen konnte bis zur Abgabe der
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Dissertation etabliert werden (siehe Abb. 24). Die quantitative Analyse der DNA im Blut der

Tierserien wird derzeit durchgefuhrt.

Die Milz, welche neben ihren immunlologischen Eigenschaften auch als Blutfilterorgan im
Organismus fungiert (64, 109), stellt ein ideales Nachweisorgan fir im Blut befindliche Zellen
dar. Wir konnten zeigen (57), dass humane RASF, die sich im Blutkreislauf der Mause
befinden, in der Milz nachweisbar sind (57). Der friihe Nachweis der RASF in den Milzen und
damit auch im Blut der SCID-Mause legt die Vermutung nahe, dass die RASF auf ein
Chemoattraktans aus der murinen Gefalwand reagieren. Diese Reaktion erfolgt sehr schnell
und resultiert in der Transmigration der RASF ins BlutgefaRsystem. Da die Adh&sion der
RASF an den humanen bzw. bovinen Knorpel erst frihestens an Tag 18 beobachtet werden
konnte, scheint das Chemoattraktans aus der murinen GefalBwand attraktiver flir einige
RASF zu sein als die Knorpelmatrix. Da RASF an die ipsilateralen Knorpelmatrix adharieren,
durfte eine RASF-Population aus zwei oder mehreren Subpopulationen bestehen, von denen
nicht alle zur transendothelialen Migration befahigt sind (58).

5.1.1.4. Adhasion und Invasion der RASF in die Knorpelmatrix

Die RASF-Adhasion an den isplateralen Knorpel beginnt erst ab Tag 18. Diese spate
Migration der RASF in Richtung auf die Knorpelmatrix wurde nicht erwartet. Wahrscheinlich
resultiert diese Zeitspanne daraus, dass sich der Gradient an chemotaktisch aktiven
Substanzen innerhalb des Implantates erst aufbauen musste. Die Adhasion an die
Knorpelmatrix, die Uber Integrin- und Catherin-Bindungen initialisiert und aufrechterhalten
wird, wurde schon mehrfach beschrieben (6, 39, 57 und 76). Fast zeitgleich wurde die
Invasion der RASF in den Knorpel auf der ipsilateralen Seite beobachtet. Die erhthte
Sekretion an matrixdegradierenden-Enzymen (MMPs und Cathepsine), wie sie fir RASF
bekannt ist (6, 39 und 76) und auch schon im SCID-Maus Modell der RA beschrieben wurde
(57) war direkt nach der Adhasion der RASF zu beobachtet und fiihrte zur Invasion der
RASF in die Knorpelmatrix.

Eine erste Adhasion von RASF an den kontralateralen Knorpel (ohne RASF implantierter
Knorpel) war zwischen Tag 21 und Tag 24 in den Zeitverlauf-Experimenten zu beobachten.
Es kann davon ausgegangen werden, dass sich der Gradient an Chemoattraktanzien im
Umfeld des Knorpels bis Tag 21 aufgebaut hat. Deshalb sollte die Migration der RASF nach
Tag 21 innerhalb der Gelatinematrix sehr schnell gehen, nachdem die murine GefalRwand

auf dem Weg aus dem Blutgefal® heraus durchquert wurde. Der Faktor der die Dauer der
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Migrationszeit bedingt scheint eher in der Expression von Adhéasionsmolekilen sowohl auf
den RASF (im murinen Blut) als auch auf den GefalRen im Umfeld des kontralateralen

Implantats zu liegen.

AuBerdem kann durch den Nachweis der RASF in den murinen Milzen an Tag 6 und der
ersten Adhasion an den Knorpel an Tag 24 (die wahrend des Versuchs beobachtet werden
konnte) geschlossen werden, dass RASF Uber einen langeren Zeitraum im Milieu des Blutes
Uberleben kénnen. Die Invasion der RASF in den kontralateralen Knorpel, war zwischen Tag
24 und Tag 40 zu beobachten (siehe Abb. 14 D, Anhang Abb. 49 und Abb. 50). Da die RASF
erst das BlutgefaRsystem passieren mussten, war eine Differenz der Invasionszeiten
zwischen ipsilateraler und kontralateraler Seite zu erwarten. Fur das Verlassen des
BlutgefaRsystems sind aktivierte BlutgefalRe notig, die eine erhdhte Menge an
Adhasionsmolekillen exprimieren. Dieser gefaliverandernde Reiz muss von der
Knorpelmatrix ausgehen, da die RASF in der Lage sind, die GefaRe in der Nahe der
Knorpelmatrix zu verlassen und nicht an ,zufélligen“ Stellen in der Maus (57).

Bei Experiment 2 und 3 war schon zu Beginn eine geringe Zellinvasion zu sehen ohne dass
RASF adhariert hatten. Diese Invasion war Resultat eines teilweise bereits degradierten

humanen Knorpels.

Die Migration der RASF besteht somit aus mehreren Schritten (siehe Abb. 47). Zuerst
wurden verschiedene Arten von GefaRneubildungen induziert. Dann folgte die Migration
einiger RASF zur BlutgefaRwand und eine transendotheliale Migration ins Blut. Die nicht zur
Transmigration befahigten RASF im ipsilateralen Knorpel migrierten zur Knorpelmatrix und
invadierten diese. Die RASF im murinen Blut flossen mit dem Blutstrom, bis sie in der Lage
waren an die EZ-Schicht zu binden. Die RASF konnten, nachdem sie an die EZ-Wand
gebunden hatten, das BlutgefaRsystem verlassen und migrierten zur Knorpelmatrix und

invadierten diese.
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Abb. 47: Ablauf der RASF-Migration im SCID-Maus Modell.

5.2. RASF-Interaktion mit Endothelzellen

Die Analyse der Adhasion der RASF an Endothelzellen zeigte interessanterweise, dass die
Interaktion vom Kulturmedium und von der verwendetet EZ-Sorte abhangig war. Die Kultur
mit RPMI erhohte die Adhéasion der RASF ans Endothel im Vergleich zur Kultur mit DMEM.
Die Medien unterscheiden sich in einigen Bestandteilen (siehe Tabelle 10). Das allgemein
verwendetet Medium fir Fibroblasten ist DMEM und fur die Kultur von Leukozyten wird RPMI
empfohlen. Da Leukozyten aus dem Blut isoliert werden, ist davon auszugehen dass RPMI
der Zusammensetzung des Blutes besser entspricht als DMEM. Welcher Faktor im
Einzelnen fur die erhdhte Adhasion der RASF an die Endothelschicht verantwortlich ist,
konnte im Rahmen der Arbeit bisher nicht geklart werden, ist aber Gegenstand laufender

Untersuchungen. Die Ergebnisse zeigen jedoch, wie wichtig die Wahl des richtigen Mediums
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fur die Analyse von in vitro-Versuchen ist. AuRerdem kénnte es bedeuten, dass der Ubertritt
der RASF ins Blut, welches eine ganz anderen Zusammensetzung und Konzentration an
Substanzen und Zellen aufweist als das Bindegewebe, die Expression von
Adhéasionsmolekulen auf den RASF veréndert.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis war, dass die Adhasion an vendse EZ ausgepragter war als
an arterielle. Die vermehrte Adhasion an vendse Endothelzellen bestétigt den Verdacht, dass
von den RASF ahnliche Transmigrationswege genutzt werden, wie von den Leukozyten. Die
in der Einleitung im Detail beschrieben Leukozyten-Adhéasionskaskade (siehe 1.6.2.2.) findet
ebenfalls in postkapillaren Venolen statt (36).

5.2.1. Transmigration der RASF in vitro

Die Transmigration der RASF in vitro sollte mit Hilfe eines Transmigrationsassays analysiert
werden. Dieser Assay wurde zur Analyse des Transmigrationsverhaltens von Leukozyten
entwickelt, die in der Lage sind im Gegensatz zu EZ Poren von 4 um zu passieren (31).
RASF bendétigen flr eine Transmigration eine Poren-MindestgréRe von 8 um, diese
PorengroR3e reicht ebenfalls fir die Migration von EZ aus. Es konnte auf3erdem von Ando et
al. gezeigt werden, dass EZ durch das Fehlen von flieBRendem Medium und den daraus
resultierenden Scherstress-Reizen, wie es im Transmigrationsassay der Fall war,
migrationsfreudiger sind (4). Wahrend der Transmigrationsversuche, stellte sich heraus,
dass verschiedene RASF-Population ein unterschiedliches Migrationsverhalten aufweisen,
was sowohl die Migrationsgeschwindigkeit, als auch die Anzahl der migrierenden Zellen
betrifft. Als Losung fir das teilweise auftretende Phanomen der endothelialen Migration
wurde eine Kontrolle, die nur Endothelzellen enthielt, wahrend der Versuche mitgefihrt. Die
Anzahl der Zellen in der unteren Kammer in dieser Kontrolle wurden dann von der
Gesamtmenge der migrierten Zellen, von der Probe mit EZ und RASF abgezogen. Als
weitere Mdglichkeit, das temporare Phdnomen des Mitwanderns der EZ zu verhindern, wird
momentan eine porenfreie Membran aus Kollagenfasern (Collagen inserts, Viscofan
Bioengineering, Weinheim) in dem Transmigrationsassay untersucht, konnte aber bis zur
Abgabe der Dissertation noch keine eindeutigen Ergebnisse liefern. In der vorliegenden
Arbeit wird daher wegen der nicht eindeutigen Ergebnisse des Assays nur die
Transmigration von RASF durch eine 100% konfluente HUVEC Schicht dargestellt. Wahrend
dieses Assays wurde ein eindeutiger peak im CASY-Cell Counter beobachtet, der zeigte,
dass es sich nur um migrierte RASF in der unteren Kammer handelte. Dieser Versuch

zeigte, dass RASF in der Lage sind eine bestehende EZ-Schicht zu Gberwinden und dass sie
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vermehrt auf ein Chemoattraktans, wie eine erhfhte Konzentration an FCS, zu wandern.
Weiterhin wurde festgestellt, dass die Transmigration der RASF sehr viel langer dauert als
die Transmigration von Monozyten. Erst nach 12 Stunden hatten 30% der RASF die EZ-
Schicht passiert. Bei den Monozyten waren schon nach 15 min Uber 30% der Zellen
transmigriert (30). Eine weitere Beobachtung war, dass die Anzahl der RASF in der unteren
Kammer nach 12 Stunden bei positivem Gradienten und bei Gradienten-freien Ansatz nicht
weiter zunahm. Die Prozentzahl der transmigrierten Zellen schwankte zwischen 30 und 33%.
Im Gegensatz dazu war in den Ansatzen mit negativem Gradienten nur bis zu 12 Stunden
eine Erhohung der Zellzahl in der unteren Kammer zu beobachtet. Nach 14 bzw. 16 Stunden
war eine Verringerung der RASF-Anzahl in der unteren Kammer festzustellen, die
mdoglicherweise auf ein Zuriickwandern der RASF in die obere Kammer zu erklaren ist.
Daraus kann geschlossen werden, dass, die Konzentration von 0% FCS in der unteren
Kammer im Gegensatz zu 2% FCS in der oberen Kammer als Chemorepellent wirkt.
Insgesamt konnte mit diesem Assay geklart werden, dass RASF in der Lage sind eine EZ-
Schicht in Richtung auf ein Chemoattraktans hin zu Gberwinden und dass die Transmigration
sehr viel langsamer vonstatten geht als die Monozyten-Transmigration. Daraus kann man
schlieen, dass aktivierte RASF zwar in der Lage sind, durch eine Endothelschicht zu
transmigrieren, aber sie nutzen die vorhandenen Molekille der Leukozyten-
Adhasionskaskade nicht so effizient wie Leukozyten. Diese Tatsache ermdglicht die
therapeutische Option einer Hemmung von Adhasionsmolekiilen oder Chemokinen, die an
der Transmigration der Leukozyten beteiligt sind. Dadurch kénnte man die langsamer
ablaufende RASF-Transmigration verhindern, aber die schnellere und effektivere

Leukozyten—-Transmigration wirde umgekehrt nicht beeintrachtigt werden.

5.3. Mogliche Adhasionsmolektle bei der Interaktion von RASF und

Endothelzellen

5.3.1. Expression von CD15s

Sialyl Lewis X (CD15s) wird im Gegensatz zu DMEM kultivierten RASF auf RPMI kultivierten
RASF exprimiert (siehe Abb. 29). Die erhohte Expression des Adhasionsmolekiils CD15s
kénnte bei der unter 5.2. diskutierten verstarkten Adhadsion an EZ beteiligt sein. Ein
maoglicher Bindungspartner von CD15s ist E-Selektin (82). CD15s stellt somit ein

Adhéasionsmolekil dar, das bei der Adhasion von RASF an EZ beteiligt sein kénnte und
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damit fir den ersten Schritt der Transmigration der RASF aus dem Blutkreislauf heraus
verantwortlich sein konnte. Interessanterweise wurden vereinzelte grof3ere Zellen im
humanen Synovialgewebe mit CD15s-Antikérpern angefarbt (siehe Abb. 30). Ob es sich bei
diesen Zellen um Fibroblasten handelt muss noch durch eine Doppelmarkierung belegt
werden. CD15s wird von verschiedenen Zellsorten wie Monocyten, T-Zellen (90), follikularen
dendritischen Zellen (101), B-lymphoiden Zelllinien (74) und von verschiedenen
Tumorzelllinien (98) exprimiert. Weiterhin wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von
CD15s positiven Zellen mit einem erhéhten CRP-Wert (Entziindungs-Marker (69)) korreliert
ist (siehe Abb. 31). Unter 5.2. wurde diskutiert, dass die Zusammensetzung von RPMI der
Zusammensetzung von Blut &hnlicher ist als DMEM. Der Aufenthalt im Blutstrom kdnnte
daneben zu einer weiteren Steigerung der Expression von CD15s auf RASF fuhren. Wenn
sich herausstellt, dass es sich bei den CD15s positiven Zellen im Synovialgewebe um RASF
handelt, kdnnte das darauf hindeuten, dass die RASF-Migration und Transmigration aus dem
Blutkreislauf heraus mit einer Entziindung oder der Erhéhung von Entziindungsparametern

assoziiert ist.

5.3.2. Funktion von E- und P-Selektin

Um zu testen ob die RASF-Transmigration aus dem BlutgefaRsystem heraus durch
Selektinbindungen initialisiert wird, wurde die Bindungsfahigkeit der RASF an E- und P-
Selektin in vitro mit Hilfe des Flusskammerversuchs analysiert (siehe 3.8.3.). Gleichzeitig
sollte eine Bindungsfahigkeit von OASF unter den gleichen Bedingungen untersucht werden,
um mogliche Unterschiede zwischen RASF und OASF beim Verlassen des
BlutgefaRsystems nachzuweisen, die das Vorhandensein der Tansmigrationsfahigkeit bei
den RASF und die Ortsstandigkeit der OASF erklart. Nach einer anfanglich sehr
erniichternden Feststellung, dass weder RASF noch OASF wahrend jeglicher gewahlter
FlieBgeschwindigkeit an E- oder P-Selektin binden wollten, wurde das Kulturmedium von
DMEM auf RPMI umgestellt. Daraufhin zeigte sich eine gut differenzierbare starkere
Adhasion der RASF an E-Selektin im Vergleich zu den OASF.

Wie man in Abb. 34 und 35 erkennt, waren RASF bei jeder gewahlten Scherkraft am E-
Selektin beschichteten Boden adhérenter als OASF. Bei P-Selektin konnten keine
adharenten SF beobachtet werden. Von der Leukozyten-Adh&sionskaskade weiss man,
dass die erste Rekrutierung und Bindung der Leukozyten an die Endothelzellen durch
Selektine vermittelt wird (siehe 1.6.2.2.). Die erhdhte Expression von CD15s auf mit RPMI

kultivierten RASF (siehe Abb. 29) und die verstarkte Adhasion von RASF an E-Selektin, die
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auch erst nach einer Kultur mit RPMI beobachtet werden konnte, deutet darauf hin, dass die
Bindung von CD15s und E-Selektin den ersten Schritt der Rekrutierung der RASF aus dem
Blut steuert. Eine Hemmung des RASF gebundenen CD15s konnte die RASF Adhé&sion

verringern.

In dem ersten in vivo-Experiment wurde daher die Invasion der RASF zwischen E- und P-
exprimierenden Mausen mit der von E- und P- Selektin-defizienten Mausen im SCID-Maus
Modell nach 60 Tag verglichen. Die E- und P-Selektin-defizienten SCIDs zeigten ipsilateral
eine sichtbare Reduktion der Invasion aber auf der kontralateralen Seite waren nur
marginale Unterschiede zwischen den Gruppen zu sehen. Die Verkirzung der Versuchszeit
auf 45 Tage fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Invasion auf der kontralateralen Seite
und zu einer marginalen Erh6hung der Invasion auf der ipsilateralen Seite, die bezlglich des
Gesamtergebnisses vernachlassigbar gering war. Eine mdgliche Erklarung fir die
Angleichung der Invasionswerte nach 60 Tagen in den kontralateralen Implantaten der E-/P-
Selektin-defizienten Mausen an die Kontrollgruppe ist, dass es sich um einen zu spaten
Analysezeitpunkt handelt. Dabei wird die Adhasion der RASF an E-Selektin tGber den lange
Zeitraum durch andere Adhasionsmolekiile kompensiert. Das Ergebnis passt zu den
bisherigen Annahmen, dass E-Selektin als Bindungspartner von CD15s bei der
Transmigration der RASF aus dem Blutgefa3system beteiligt ist. Der 60 Tage dauernde
in vivo-Versuch zeigt dagegen, dass RASF Uber kompensatorische Mechanismen verfligen,
die sie dazu befahigen andere Adhasionsmolekile fiir die erste Bindung ans Endothel zu
nutzen. Es ist daher geplant, die spéater in die Leukozyten-Adhasionskaskade eingreifenden

Integrine auf ihre Beteiligung an der Transmigration der RASF zu untersuchen.

5.4. Interaktion der RASF mit Thrombozyten

Da Thrombozyten Uber verschiedene Adhasionsmolekile verfigen, kdnnen sie die Adhé&sion
der im Blut-befindlichen Zellen verstarken oder mangelnde Adhéasion, resultierend aus einer
reduzierten Expression eines Bindungspartners, kompensieren. Unter 4.5. wurden
kryokonservierte Implantatschnitte und Zytospins auf die Expression des Blutplattchen-
assoziierten Molekils Glykoprotein Ib (GPIb) hin untersucht. GPIb liegt als Teil eines
grolReren Proteinkomplexes vor und hat sowohl eine Bindestelle fiir den von Willebrandfaktor
(VWF) als auch fur E-Selektin (17). Blutplattchen konnen somit Uber verschiedene
Adhasionsmolekile (z.B. GPIba an den endothelialen VWF) an aktivierte Endothelzellen

binden, die von den Leukozyten oder auch RASF nicht zur Adhasion verwendet werden
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kénnen. Auf der anderen Seite konnen Blutplattchen tber P-Selektin an PSGL-1 oder Uber
GPIba an MAC 1 an Leukozyten binden und so die Leukozytenadhasion vermitteln oder
verstarken (67, 78 und 106).

Die immunhistologische Farbung zeigte ein intensives EZ-assoziiertes Signal sowie kleine
granuldre Signale im Blut-Lumen bei einem ipsilateralen Implantat an Tag 3 nach der
Operation (siehe Abb. 37 A). Die Farbung der Innenseite der Gefallwand kénnte hierbei auf
eine vermehrte Bindung von Blutplattchen an aktiviertes Endothel, wie unter (17)
beschrieben, zurtickzufiihren sein. Bei den kleinen granularen Strukturen handelt es sich
wahrscheinlich um Blutplattchen im murinen Blut. In einem anderen Implantat, das 9 Tage
nach der Operation entnommen wurde, konnte eine einzelne grol3ere Zelle aufRerhalb der
Gefalle aber innerhalb der Gelatinematrix beobachtet werden (siehe Abb. 37 B). Das zeigt,
dass Blutplattchen an Zellen im Blut binden und von den Zellen mit ins Gewebe transportiert
werden konnen. Die immunzytologischen Farbungen (gegen CD42b) eines Zytospins mit
Blutzellen zeigen, dass die Thrombozyten im Blut an gro3ere Zellen binden (siehe Abb. 38).
Aber die Tatsache, dass von einigen Zellen nur die Zellkerne zu erkennen waren,
verdeutlicht, dass die Thrombozyten nicht an alle kernhaltigen Zellen binden. Das Ergebnis
des Schittelversuchs (siehe 4.4.1.2.) wurde bisher nur auf die Expression von CD15s
untersucht. Die Analyse einer Bindung von RASF an Thrombozyten soll in diesem Versuch
zuklnftig ebenfalls durchgefiihrt werden (siehe Abb. 48). Welche Zellen mit Blutplattchen
interagieren und ob es sich dabei um RASF handelt, soll durch weiterfiihrende
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen, der Zytospins des Blutes geklart werden. Die
Bindung von RASF an Thrombozyten stellt eine weitere Mdglichkeit fir die transendotheliale

Migration aus dem Blutkreislauf am kontralateralen Implantat dar.

VWF-GPIb P-Selektin-PSGL-1 VWF-GPIb

EZ Thrombozyt EZ Thrombozyt

. P-Selektm-eplb\:‘_eplb_MACl . P-Selektm-epl;“

Abb. 48: Vergleich der Lymphozyten-Thrombozyten-Interaktion (A) mit einer RASF Thrombozyten-
Interaktion (B) zur Verstarkung der RASF-Adhésion in GefédRen am kontralateralen Implantat.
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5.5. Wirkung von RNase/DNase sowie exRNS/exDNS auf RASF

In vitro konnte die Expression von RNase und extrazellularer RNS durch RASF gezeigt
werden, wobei SF anderer Herkunft, ahnliche Mengen produzierten (siehe Abb. 39 und Abb.
40). Die Analyse des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 im Uberstand von unterschiedlich
stimulierten RASF zeigte, dass Nucleasen die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
reduzieren, die durch die Sekretion autologer Faktoren induziert werden (siehe Abb. 41).
Diese Reaktion wurde auch gegenlaufig untersucht und es zeigte sich, dass autologe exDNS
sowie exRNS, die IL-6 Sekretion ins Medium konzentrationsabhangig steigern
(siehe Abb. 42). Daraus kann geschlossen werden, dass exDNS bzw. exRNS eine pro-
inflammatorische Wirkung auf RASF hat, die durch Nukleasen reduziert werden kann.

In vivo konnte gezeigt werden, dass nach 60 Tagen eine geringe Reduktion der Invasion auf
der ipsilateralen Seite durch die Behandlung mit RNase erzielt wurde (siehe Abb. 43). Auf
der kontralateralen Seite war eine leichte Reduktion der Invasion durch DNase erzielt
worden. Beide Reduktionen waren nicht statistisch signifikant. Um auch in diesem Fall einen
zu spaten Analysezeitpunkt auszuschlieRen, bei dem die anti-inflammatorische Wirkung der
Nukleasen durch andere Molekiile kompensiert wird, wurde das Experiment wiederholt und
der Zeitraum auf 45 Tage reduziert. Nach 45 Tagen konnte eine deutliche Reduktion der
Invasion auf der ipsilateralen Seite durch beide Nukleasen beobachtet werden. Die
kontralaterale Seite zeigte keine Unterschiede im Invasionswert. Daraus kann geschlossen
werden, dass Nukleasen eine invasionshemmende Wirkung auf RASF haben, indem
entzlindungsfordernde exRNS und exDNS abgebaut werden. Weiterhin kann davon
ausgegangen werden, dass RASF Rezeptoren besitzen, die extrazellulare Nukleinsauren
binden koénnen und durch die Bindung ein intrazellulares Signal ausgelést wird. Der
Nachweis dieser Rezeptoren wurde wie oben angegeben beschrieben, und es konnte auch
gezeigt werden, dass durch mikroRNS Angiogenese induziert werden (27) und eine TLR 3
vermittelte Bindung von Poly (I:C) an RASF in einer vermehrten Expression von VEGF und
IL-8 resultieren kann (71). Diese Daten zeigen, dass die Bindung von Nukleinsauren an
RASF nicht nur eine pro-inflammatorische sondern auch eine angiogene Wirkung hat und die
Unterdriickung dieser Wirkung auch die Gefalineubildung hemmen kdnnte. Extrazellulare
Nukleotide kdnnten eine weitere Ebene der Zell-Zell-Interaktion darstellen, die bis jetzt noch
nicht ausreichend untersucht wurde. RNase oder DNase kdnnte daher zumindest theoretisch
einen Therapieansatz zur Unterdriickung der RASF-vermittelten Gelenkerosion darstellen.
Bis jetzt wurde nur mittels Onkonase eine Wirkung einer RNase beobachtet. (6). Die Wirkung

der im SCID-Maus Modell eingesetzten RNase und DNase beruht dabei nicht wie bei der
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Onkonase auf einer zytotoxischen Wirkung des Molekills sondern darauf, dass auf3erhalb

der Zelle die pro-inflammatorisch wirkenden Nukleinsauren abgebaut werden.

5.6. Hemmung der Transmigration

Durch die Behandlung der SCID-Mause mit verschiedenen DMARDSs, Biologika und anderen
Inhibitoren sollte der Effekt der Substanzen auf die Transmigration und Invasion der RASF
untersucht werden. Die Glukokortikoide zeigten hierbei eine deutliche reduzierende Wirkung
auf die Invasion der RASF in den ipsilateralen Knorpel (siehe Abb. 45). Die anti-
rheumatische Wirkung der Glukokortikoide wird schon seit dem ersten Einsatz durch den
Nobelpreistragers Philip Hench (1948) in der Behandlung rheumatischer Erkrankungen
genutzt. Jetzt konnte gezeigt werden, dass neben der entziindungs-hemmenden und
immunsuppressiven Wirkung auch eine Invasions-reduzierende Wirkung auf die RASF

induziert wird.

Unter Tabelle 25. sind die getesteten Biologika und der Protease-Inhibitor dargestellt. Es
zeigte sich, dass Anakinra, Tocilizumab, und Bortezomib keinen Effekt auf die
Transmigration der RASF haben. Anakinra und Tocilizumab wirken in der RA somit
scheinbar nur auf die an der RA beteiligten Leukozyten. Bortezomib, das in der Onkologie
als Proteasom-Hemmer besonders auf maligne veranderte Zellen wirkt (107), zeigte im
SCID-Maus Modell auf die Fibroblasten keine Wirkung. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass die Molekiile IL-1 und IL-6 sowie eine Proteasom-abhangige Expression von
Adhasionsmolekiilen das Transmigrations- und Invasions-Verhalten der RASF nicht
beeinflussen. Aus verschiedenen Publikationen war ersichtlich, dass die verwendeten
Biologika und der Proteasom-Hemmer nicht nur mit ihren humanen Bindungspartnern
assoziieren sondern auch mit den murinen Molekilen kreuzreaktiv sind (69, 99 und 107).
Interessanterweise war nur bei Bevacizumab eine Transmigrations-hemmende Wirkung zu
beobachten (siehe Abb. 46). Die Hemmung der GeféalRneubildung scheint einen deutlichen
Effekt auf die Migration der RASF zu haben. Dieses Ergebnis passt in dem Kontext und
unterstreicht die Bedeutung der unter 4.1.2. beobachteten GefaR3neubildung zu sehr friihen
Zeitpunkten, welche eine notwendige Voraussetzung fiur die transendotheliale RASF-
Migration zu sein scheint. Auch in der Literatur werden schon seit langerem die positiven
Einflisse der Angiogenese-Hemmer diskutiert (53 und 105), doch diese Eigenschaft wurde

bis jetzt noch nicht in einen Zusammenhang mit der RASF-Migration gestellt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Dissertation wurden Mechanismen zur transendothelialen Migration der
synovialen Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RASF) charakterisiert. Ein
Schwerpunkt lag dabei auf der Interaktion der RASF mit Endothelzellen (EZ). Hierfir wurden
verschiedene zellbiologische und molekularbiologische Methoden sowie funktionelle
Testsysteme etabliert. Dies beinhaltete ebenfalls die Isolation und Charakterisierung von
humanen EZ aus verschiedenen GefalRarealen. Aulerdem wurde das SCID-Maus Modell
den Fragestellungen entsprechend angepasst und eingesetzt. Die Methoden wurden zur
Analyse der Kinetik und der Mechanismen der transendothelialen RASF-Migration

verwendet, um mogliche Ansatzstellen fur neue Behandlungsmethoden der RA aufzeigen.

Der Ablauf der transendothelialen RASF-Migration konnte in verschiedene Phasen eingeteilt
werden. Diese bestehen aus einer sehr friihen Induktion der GefalRneubildung, einer
transendothelialen Migration der RASF und einer Adhasion an die Knorpelmatrix mit sofort
beginnender Invasion. Die erste Phase und die damit einhergehende Gefallpermeabilitat
sind essentiell fur die sehr frihe Migration der RASF. Diese fruhe Migration der RASF wurde
durch den Nachweis von humanen Zellen in den murinen Milzen belegt. So stellte die
Hemmung der RASF-vermittelten Gefainduktion eine sehr effektive Methode dar, die
transendotheliale Migration der RASF zu reduzieren. Die durch RASF induzierte
Gefalineubildung konnte durch Bevacizumab effektiv gehemmt werden, da die Hemmung

von VEGF alle drei mdglichen Neovaskularisierungsarten im SCID-Maus Modell verringerte.

Weiterhin konnte auf den RASF eine mediumabhangige Expression des E-Selektin Liganden
CD15s nach der Kultur mit RPMI immunhistochemisch nachgewiesen werden. In
funktionellen Versuchen in vitro konnte gezeigt werden, dass die Kultur der RASF mit RPMI
eine deutliche Adhasionsverstarkung zur Folge hat. Aulierdem stellte sich bei
immunhistochemischen Analysen des Synovialgewebes von Patienten mit RA heraus, dass
die Prasenz von CD15s mit einem erhdhten CRP-Gehalt der Patienten einhergeht. Der E-
Selektin abhangige Mechanismus der endothelialen RASF-Migration konnte in vivo durch
Verwendung von E- und P-Selektin-defizienten SCID-Mausen belegt werden. Dabei wurde
dieser Effekt aber langerfristig kompensiert. In vitro war ebenfalls eine verstarkte Adhasion
der RASF an E-Selektin zu beobachten. Im Gegensatz dazu, hatte P-Selektin in vitro als
Adhasionsmolekdl keine Bedeutung bei der Bindung der RASF oder OASF.

Bei den Analysen zur Adhasion von RASF an das Endothel stellte sich heraus, dass RASF

ahnliche Mechanismen wie Leukozyten verwenden. So scheinen RASF mit Thrombozyten zu
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assoziieren. Im SCID-Maus Modell liegt das Adhasionsmolekiil CD42b am Endothel der
Implantate vor und kénnte somit bei der Adhasion der RASF an das Endothel von Bedeutung

sein.

Die Applikation von RNase reduzierte in vitro die |IL-6-Sekretion durch RASF sowie als
therapeutischer Ansatz in vivo die RASF-Invasion. Interessanterweise wiesen exDNase als
auch exRNase einen reduzierenden Effekt auf die Invasion der RASF im ipsilateralen
Implantat auf. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Methotrexat und Kortikostroide die
Invasion der RASF in den koimplanierten, ipsilateralen Knorpel reduzieren, aber keinen
Effekt auf die transendotheliale Migration der RASF haben. Bei den Biologika wies nur
Bevacizumab einen reduzierenden Effekt auf die transendotheliale RASF-Migration auf,
wohingegen weder Anakinra, Tocilizumab oder der Proteasom-Inhibitor Bortezomib einen

Effekt aufzeigten.
Zusammenfassend lassen sich als zentrale Ergebnisse folgende Aussagen treffen:

1.) Die transendotheliale Migration der RASF lauft in mehreren Phasen ab, die schon frih

nach der Implantation beginnen.

2.) Die Interaktion mit Endothelzellen Uber Adhasionsmoleklle ist eine zentrale

Voraussetzung flr die transendotheliale Migration der RASF.

3.) Thrombozyten sowie extrazelluldare RNS und DNS beeinflussen die Migration und

Invasion von RASF.

4.) Die Wirkung von immunsuppressiven Antirheumatika konnte zum Teil auf deren Effekt
auf die Migration der RASF beruhen.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Hemmung der sehr frih beginnenden
transendothelialen RASF-Migration einen neuen therapeutischen Ansatz darstellt, der die
Ausbreitung der Gelenkerosion bei RA-Patienten auf nichterodierte Gelenke verringern

konnte.
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7. SUMMARY

Characterization of the transendothelial migration of

synovial fibroblasts in the rheumatoid arthritis

This dissertation characterized the mechanisms of transendothelial migration of synovial
fibroblasts in rheumatoid arthritis (RASF) and focused on the interaction of RASF with
endothelial cells (EC). Different methods of cell biology and molecular biology as well as
functional assays were established, such as the isolation and characterization of EC from
different vascular areas. In addition, the SCID-mouse model of RA was adapted to the
questions to be studied, specifically the analysis of the kinetics and the mechanisms of the

transendothelial RASF migration and the discovery of new treatments approaches in RA.

The process of transendothelial RASF migration could be classified into different steps. The
first step was the induction of vascularization which was induced very early. Then,
transendothelial migration and adhesion followed. Finally, invasion into the cartilage matrix
was visible. The first step of early neovascularization and the increased vascular permeability
resulting from this were essential for the RASF migration. The early migration of RASF was
confirmed by immunohistochemical detection of human cells in the murine spleen. Inhibition
of RASF mediated vessel formation was an effective method to reduce the migration of
RASF. Bevacizumab, a VEGF inhibitor, could be established as a migration inhibitor possibly
because of its potential to reduce the three modes of neovascularization visible within the

SCID-mouse model.

Furthermore, RPMI media-dependent expression of the E-selectin ligand CD15s could be
demonstrated immunhistochemically. Stronger adhesion was visible in functional in vitro
assays after substituting RPMI for DMEM in RASF cultures. In addition, the presence of
CD15s in the synovial tissue of patients with RA was correlated with an increased CRP
concentration in the blood serum. The role of E-selectin in endothelial RASF migration could
be demonstrated in vivo using E- and P-selectin-deficient SCID-mice. However, in the long
term this effect was compensated. /n vitro, a stronger adhesion of RASF to E-selectin was
visible but P-selectin did not affect binding of RASF or OASF.
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In analyses of RASF adhesion it could be shown, that these cells use similar mechanisms as
leukocytes for the adhesion to the endothelium. In that context it seems possible that RASF
interact with platelets. In the SCID-mouse model, CD42b is present within the endothelium of

the implants. Therefore, this mechanism might also be used by RASF.

Application of RNase in vitro decreased the IL-6 secretion by RASF and resulted in a
reduced RASF invasion into the cartilage in an therapeutic approach in vivo. Interestingly,
exDNse as well as exRNase showed an inhibitory effect on the invasion of RASF into the
ipsilateral implant. Furthermore, it could be demonstrated that methotrexate and
corticosteroids reduced the invasion of RASF into the coimplanted ipsilateral cartilage in vivo
but they had no effect on the transendothelial RASF migration. From the biologics used only
Bevacizumab showed an inhibitory effect on the transendothelial RASF migration whereas

neither Anakinra nor Tocilizumab or the proteasome inhibitor Bortezomib showed any effect.
In summary the main results led to the following findings:

1.) The transendothelial RASF migration takes place in several steps which start very early

after implantation.

2.) The interaction of endothelial cells via adhesion molecules is a central requirement for

the endothelial transmigration of RASF.
3.) Platelets and extracellular RNA and DNA affect the migration and invasion of RASF.

4.) The outcome of immunosuppressive anti-rheumatic drugs may partially be due to their

effect on RASF migration.

In conclusion, the inhibition of the very early transendothelial RASF migration could
represent a new therapeutic approach, which could reduce the spreading of the articular

erosion to non-affected joints in RA patients.
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8. ABKURZUNGEN

Abkurzung Bedeutung

Abb. Abbildung

AEC Aminoethylcarbazol

AECA Antiendothelial Cell Antibodies

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

BSM Basalmembran

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Calcein-AM Calcein- Acetoxymethylester

CD Cluster of Differentiation

CEA Carcinoembryonic antigen

CRP C-reaktives Protein

dH,O destilliertes Wasser

dl Deziliter

DMARD disease-modifying anti-rheumatic drug
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNase desoxyribonucleinsaureabbauendes Enzym
DNS Desoxyribonukleinsaure

dsRNS doppelstranige Ribonucleinsaure
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ECGS Endothelial Cell Growing Supplement
ECM Extracellular Matrix

EPC Endothelial Progenitor Cell

Ezrin, Radizin und Moesin, sind drei Proteine die Actin-Filamente mit

ERM-Proteine der Plasmamembran verbinden

ESAM Endothelzell spezifisches Adhasionsmolekil
exDNS extrazellulare Desoxyribonucleinsaure
exRNS extrazellulare Ribonucleinsaure

EZ Endothelzellen

FcRy Constant Fragment Receptor y

FCS Fetal Calf Serum

FGF-2 Fibroblast Growth Factor 2

FLS fibroblast like synoviocyte

FSAP Faktor Vll-aktivierende Protease

g Gramm
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GPIb

h

HAE

H / E-Farbung
HIF
HUVEC
HVE

i.p.

i.v.
ICAM
IFN

LG
LPS
MACA1
MADCAM
MCP-1
M-CSF
MHC
mg

min

ml
MMP
MNAB
mV
NaCl

NFkB

NFS
NOS

OA
OASF
oT

PBS
PCR
PECAM1

Glykoprotein Ib

Stunden

humane arterielle Endothelzellen
Hamalaun / Eosin-Farbung
Hypoxia-inducible factor

Endothelial Cells from the umbilical vein
humane vendse Endothelzellen
intraperitonial

intravends

Intercellular adhesion molecules
Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Junctional Adhesion Molecule A
Kilogramm

Lymphocyte function-associated antigen 1
Lebendgewicht

Lipopolysacharide

Macrophage-1 antigen

Mucosal addressin cell adhesion molecule
Monocyte Chemotactic Protein-1
Macrophage Colony-Stimulating Factor
Major Histocompatibility Complex
Milligramm

Minuten

Milliliter

Matrixmetalloproteasen
membranassoziiertes nukleinsaurebindendes Protein
Millivolt

physioligische Kochsalzlésung

Nuclearer Faktor ,kappa-leichte-Kette-Verstarker von aktivierten B-
Zellen

synoviale Fibroblasten von gesunden Probanden
Stickstoffoxid-Synthase

Osteoarthritis

synovialer Fibroblast vom Patienten mit Osteoarthritis
Objekttrager

Phosphat Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1
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PI3K
Poly(l:C)
PsA-SF
PSGL1
RA
RANKL
RASF
RNase
ROS
RPMI

RT

SCID
SDF-1
SEM

SF

SRC Kinasen
sry
STABW
Tab.
TEER- Assay
TGF-B8
TLR
TNFR2
TNFa

U
UV-Licht
VAVs
VE-Catherin
VEGF
VEGFR2
Verd.
VLA
vWF

w/v

xXg

z.B.

Mg

Ml

Phosphoinositid-3-Kinasen
Polyinosinic—polycytidylic acid
Psoriasisarthritis

P-Selektin Glykoprotein Ligand 1
rheumatoide Arthritis

Receptor Activator of NF-kB Ligand
synovialer Fibroblast vom Patienten mit rheumatoider Arthritis
ribonucleinsdureabbauendes Enzym
Reactive Oxygen Species
RPMI-Medium

Raumtemperatur

Severe Combined Immunodeficiency
Stromal cell-derived factor-1

Standard Error of the Mean, (Standardfehler des Mittelwertes)
synovialer Fibroblast

Sarcoma Kinases

Sex determining region of Y
Standartabweichung

Tabelle

Trans Epithelial Electric Resistance Assay
Transforming Growth Factor-3

Toll-like Rezeptoren

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 2
Tumor Nekrose Faktor a

Unit

ultraviolettes Licht
Guanosintriphosphat-Austauschfaktoren
Vascular Endothelial Catherin

Vascular Endothelial Growth Factor
VEGF Rezeptor 2

Verdiinnung

Very Late antigen

von Willebrand Faktor

weight per volume
Zentrifugalbeschleunigung

zum Beispiel

Mikrogramm

Mikroliter
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Abb. 49: Implantate des zweiten SCID-Maus Versuchs nach verschiedenen Zeitpunkten. Ipsilateral sind ab
Tag 18 adharente RASF an der Knorpelmatrix zu sehen, die diese invadieren. Auf der kontralateralen Seite war
eine Adhasion ab Tag 21 und die erste Invasion ab Tag 24 zu erkennen. (4=): RASF-bedingte Knorpelinvasion.
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Abb. 50: Implantate des dritten SCID-Maus Versuchs an verschiedenen Zeitpunkten. Ipsilateral sind ab Tag
12 adharente RASF an der Knorpelmatrix zu sehen, die diese invadieren. Auf der kontralateralen Seite war eine
Adhésion ab Tag 24 und die erste Invasion ab Tag 40 zu erkennen. (4=): RASF-bedingte Knorpelinvasion.
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Abb. 51: GefdBneubildung an den Implantate des ersten SCID-Maus Versuchs zu verschiedenen
Zeitpunkten. A-E: Implantate je eines Tieres (oben: ipsilateral; unten kontralateral) mit umliegendem murinen
Gewebe. Deutliche GefaRneubildung aulerhalb der Tragermatrix ab Tag 6 nachweisbar (A) gefaRneubildung an
der Narbe (—). (C-E), korkenzieherartiger GefalRaufbau (€—)wahrend des gesammten sichtbar. (B): Tag 12
Eine operationsbedingte-Einblutung (—) kontralateral sichtbar. Ab Tag 18 (C), sukzessive Zunahme der

Vaskularisierung im Inneren der Gelatinematrix sichtbar.

Gefalneubildung war nur zu Beginn erkennbar, (Tag 6 und 12).

Unterschied zwischen ipsi- und kontralateraler
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Abb. 52: GefiBneubildung an den Implantate des dritten SCID-Maus Versuchs zu verschiedenen
Zeitpunkten. A-F: Implantate je eines Tieres (oben: ipsilateral; unten kontralateral) mit umliegendem murinen
Gewebe. Deutliche Gefalkneubildung auferhalb der Tragermatrix ab Tag 3 nachweisbar (A-C),
korkenzieherartiger GefaRaufbau (<). (A): Tag 3 eine starke Durchblutung ipsilateral, klar vom
Wundheilungsgewebe der Narbe () abgrenzbar. Ab Tag 9 (D), sukzessive Zunahme der Vaskularisierung im
Inneren der Gelatinematrix sichtbar. Unterschied zwischen ipsi- und kontralateraler GefaRneubildung war zu
jedem Zeitpunkt erkennbar.
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Abb. 53: Neovaskularisierungs-Induktion durch RASF nach 60 tidgigen Behandlung mit Prednisolon oder
Bilogika im SCID-Maus Modell. Die ipsilateralen Implantate mit koimplantierten RASF (oben) sind starker
vaskularisiert als die kontralateralen Implnatate ohne RASF (unten). Eine Reduktion der GefaRneubildung im
Vergleich zur NaCL-Kontrolle wurde nur mit Prednisolon und Bevacizumab erreicht. Prednisolon und
Bevacizumab zeigten eine geringere Gefallneubilung im Vergleich zur Kontrolle.
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