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1. Einleitung

Die weltweit h&ufigsten Ursachen fir chronische Schmerzzustande, eingeschrénkte
Mobilitdt und Funktionalitdt sowie einer verminderten Lebensqualitdt sind
Erkrankungen des muskuloskelettalen Formenkreises (Woolf et al. 2012), (Robert Koch
Institut 2015). Neben eines hohen Leidendrucks der Betroffenen verursachen diese
Erkrankungen als Folge von Arbeitskraftausfall und Therapiekosten eine enorme
wirtschaftliche Belastung des Gesundheitssystems. Aufgrund des demographischen
Wandels und der hohen Pravalenz adipdser Menschen gewinnen neben metabolischen
und kardiovaskularen Erkrankungen vor allem auch rheumatologische Erkrankungen
zunehmend an Bedeutung (Robert Koch Institut 2015). Mit einer Pravalenz von ca.
0,5% bis 0,8% der erwachsenen Bevolkerung ist die rheumatoide Arthritis (RA) die
haufigste entzlindliche Gelenkerkrankung in Deutschland. Als Risikofaktoren wurden
beispielsweise zunehmendes Alter, Ubergewicht, Rauchen und genetische Faktoren
identifiziert. Die Pathogenese der RA ist sehr komplex und bis heute nur in Teilen
verstanden. Um einerseits den Risikofaktoren und der Krankheitsentstehung friihzeitig
vorbeugen zu kénnen und andererseits die bereits etablierte RA adaquat therapieren zu
konnen, bedarf es umfassender Forschungen hinsichtlich pathogenetischer Prozesse
(Robert Koch Institut 2015). Hierzu mussen, um der komplexen Krankheitsentstehung
und Entwicklung der RA gerecht zu werden, gelenknahe Prozesse und dartiber hinaus
auch systemische Einflussfaktoren wie metabolische Stérungen und systemische
Entzindungsprozesse untersucht werden.

In den Fokus der Forschung sind zudem spezielle Signalmolekiile im Fettgewebe, die
sogenannten Adipokine, als Botenstoffe gertickt. Diese bioaktiven Substanzen scheinen
neben einer Vielzahl von systemischen und metabolischen Effekten auch auf lokale,
gelenknahe Prozesse Einfluss zu haben und folglich in der Pathogenese der RA eine
bedeutende Rolle zu spielen.

Ziel dieser Arbeit war es, die pathogenetischen Prozesse der RA in Bezug auf
metabolische Veranderungen wie Ubergewicht aber auch den Einfluss von Adipokinen
zu untersuchen und miteinander zu vergleichen. Hierzu wurde in einem Tiermodell an
Mausen mit und ohne entzindliche Arthritis eine Adipositas induziert und die

Pathogenese der Arthritis zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.



1.1 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entzlindliche Autoimmunerkrankung,
die durch eine persistierende Entziindung von Gelenken, insbesondere des Synoviums,
charakterisiert ist und mit einer progredienten Gelenkzerstorung einhergeht. Die RA
spielt als die hdufigste entziindliche Gelenkerkrankung in Deutschland, aber auch in
anderen Teilen der westlichen Welt eine zunehmend bedeutsamere Rolle (Robert Koch
Institut 2015). Die RA manifestiert sich vor allem im 4.-6. Lebensjahrzehnt, bei Frauen
2- bis 4-mal so haufig wie bei Méannern und zeigt mit zunehmendem Alter eine
steigende Prévalenz. Neben hereditaren Faktoren, wie einer HLA-DR4 Assoziation,
wird auch das Rauchen als Risikofaktor diskutiert (Arastéh et al. 2018), (Robert Koch
Institut 2015).

Das klinische Erscheinungsbild der RA beginnt haufig mit unspezifischen Symptomen
wie Miudigkeit, Abgeschlagenheit, subfebrilen Temperaturen und SchweiRneigung.
Ergénzend klagen Patienten typischerweise iiber ,,Morgensteifigkeit, die durch eine
mindestanhaltende Steife v.a. in Fingern und Fifken von 30 Minuten charakterisiert ist
und h&ufig im Laufe des Tages nachldsst (Arasteh et al. 2018). Des Weiteren werden
Bewegungsschmerzen, Schwellungen und ein erschwerter Faustschluss beschrieben.
Die Gelenkbeteiligung betrifft charakteristisch zunéchst die kleinen Gelenke der Hande
und FiRe, vor allem im Bereich der Grundgelenke, weniger im Bereich der
Mittelgelenke und in seltenen Fallen auch die Endgelenke. H&ufig l&sst sich ein
symmetrisches Befallsmuster, vor allem an Finger- und Handgelenken, feststellen. Mit
zunehmendem Krankheitsverlauf beféllt die RA ebenfalls grofiere Gelenke wie Knie-,
Sprung-, Hift- oder auch Schultergelenk. Wahrend des akuten Krankheitsschubes
kommt es bei den betroffenen Gelenken zu den Klassischen Entziindungszeichen
Schwellung, Uberwarmung, Ro&tung, Druckschmerzhaftigkeit und letztlich zur
Einschrankung der Beweglichkeit. Durch die entziindlichen Prozesse kommt es
unbehandelt haufig zu typischen Gelenkfehlstellungen wie der Schwanenhalsdeformitét,
Knopflochdeformitat oder auch zu einer Ulnardeviation der Phalangen und zur
Ausbildung von Krallen- und Hammerzehen. Weiterhin fiihrt der eingeschrankte
Gelenkgebrauch zu einer Schwéchung und Atrophie der umgebenden Muskulatur
(Arastéh et al. 2018).

Pathophysiologisch stellt sich die RA als eine komplexe, multifaktoriell bedingte

Erkrankung dar, deren spezifische pathologische Vorgénge bis heute nur in Teilen



verstanden sind. Durch die Invasion von autoreaktiven Immunzellen kommt es zu einer
erhdhten Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen. Diese Botenstoffe, wie zum
Beispiel Interleukin 1 (IL-1), Interleukin 6 (IL-6) sowie Tumor Nekrose Faktor a (TNF-
a), fordern die entzundlichen Prozesse und damit auch die Einwanderung weiterer
Immunzellen wie Granulozyten und Makrophagen (Arastéh et al. 2018). AuRerdem
kann es durch eine Interaktion von T-Lymphozyten und B-Lymphozyten zur Synthese
von Antikorpern kommen, die gegen korpereigene Strukturen gerichtet sind. Diese
Autoantikorper lassen sich diagnostisch messen und erlauben eine genauere
Charakterisierung der RA (Mclnnes und Schett 2011). Eine kurative Therapie der RA
existiert bisher noch nicht, jedoch werden neben nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR) und Kortison vor allem ,,Disease-Modifying Antirheumatic Drugs® (DMARD)
mit dem Ziel den Krankheitsverlauf zu verlangsamen und progrediente Gelenkschaden
zu verhindern, eingesetzt (Arastéh et al. 2018).

1.1.1 Gelenkaufbau

Grundsitzlich teilt man Gelenke in sogenannte ,.echte* (Diarthrosen) und ,,unechte*
Gelenke (Synarthrosen) ein. Letztere weisen im Gegensatz zu Diarthrosen keinen
Gelenkspalt auf wund lassen sich eher als knorpelige oder bindegewebige
Knochenverbindungen charakterisieren. Im Gegensatz dazu sind Diarthrosen durch das
Vorhandensein eines mit Flissigkeit geflllten Gelenkspaltes definiert. Die an den
Gelenkspalt angrenzenden knéchernen Skelettanteile sind mit Knorpel (iberzogen
(Abbildung 1). Der Gelenkspalt ist zudem durch die Synovialmembran (Membrana
Synovialis) begrenzt, welche einerseits aus einer Deckzellschicht (lining layer) besteht,
die im gesunden Gelenk aus ca. ein bis drei Zellschichten gebildet wird und andererseits
durch angrenzendes lockeres Bindegewebe (sublining), welches aus mehreren
Zellschichten besteht, charakterisiert ist (Smith et al. 2003). Erganzend wird der
Gelenkkomplex durch die Capsula fibrosa umschlossen, die vor allem aus straffem
faserigen Bindegebe besteht (Gelenkkapsel) (Arastéh et al. 2018).

Die Synovialflussigkeit fungiert einerseits als Nahrstoffmedium fur das bradytrophe
Knorpelgewebe und andererseits als eine Art ,,Schmiermittel”, welche eine moglichst
reibungsfreie  Gelenkbewegung ermdglicht  (Arastéh et al. 2018). Die
Synovialflussigkeit wird von der Synovialmembran synthetisiert und sezerniert, aber

auch resorbiert, wodurch die Flussigkeit auch dem Transport von Abbauprodukten des



Knorpelgewebes dient. Die Synovialflussigkeit beinhaltet zudem verschiede Proteine
der extrazellularen Matrix wie beispielsweise Hyaluronsaure und Lubricin, die vor
allem von den Fibroblasten-ahnlichen Typ I1-Synoviozyten im lining layer synthetisiert
und freigesetzt werden (Turner und Filer 2015). Zudem lassen sich im lining layer
Makrophagen-éhnliche Typ [-Synoviozyten finden, die vor allem der Phagozytose

eingedrungener Fremdkdper bzw. Fremdorganismen dienen (Arastéh et al. 2018).

1.1.2 Entziindliche Verénderungen im Rahmen der RA

Bei entzlindlichen Erkrankungen des Gelenkes, wie beispielsweise der RA, kommt es
einhergehend mit den klassischen klinischen Entziindungszeichen auch zu
inflammatorischen Verénderungen innerhalb des Gelenkes und der beteiligten
Strukturen (Arastéh et al. 2018). Durch die Entziindung kommt es bei der RA zu einer
intraartikuléren Infiltration von Makrophagen, Leukozyten sowie B- und T-Zellen, was
sich in einer Hyperplasie des Synoviums widerspiegelt und mit dem
histopathologischen Bild einer Synovitis vereinbar ist. Des Weiteren kommt es
einerseits durch die Produktion von entzindungsfordernden Zytokinen wie IL-1, IL-6
und TNF-o und andererseits durch die Freisetzung von ,hypoxia-inducible factor
(HIF)-1  und ,vascular endothelial growth factor (VEGF) zu einer
Hypervaskularisation und folglich zu einer verstarkten Infiltration weiterer
Immunzellen. Neben der Zellinfiltration wird zudem die Proliferation von synovialen
Fibroblasten (SF) stimuliert, die wiederum entzindliche Mediatoren, wie IL-6 oder
Matrix-Metalloproteasen (MMP), aber auch katabole Enzyme wie Kollagenasen und
Elastasen freisetzen kénnen und somit an der Aufrechterhaltung des inflammatorischen
Zustands beteiligt sind (Mclnnes und Schett 2007). Im Rahmen der RA weisen die SF
einen tumoréhnlichen Phanotyp auf, der durch eine erhohte Proliferationsrate, eine
Apoptose-Resistenz  sowie durch ein invasiv-wachsendes Proliferationsprofil
gekennzeichnet ist (Turner und Filer 2015). Weiterhin verfiigen SF tber die Fahigkeit,
hidmatopoetische Wachstumsfaktoren wie beispielsweise ,,monocyte chemoattractant
protein“ (MCP-1), ,,macrophage colony stimulationg factor* (M-CSF) oder auch
,.granulocyte-macrophage colony-stimulating factor“ (GM-CSF) freizusetzen, was
wiederum zu einer verstarkten Mobilisation und Migration von Monozyten in die
Synovialmembran fuhren kann (Darrieutort-Laffite et al. 2014). SchlieBlich kommt es

zu einem pathologischen Umbau der Synovialmembran, unter Entstehung des infiltrativ



wachsenden Pannusgewebes bei gleichzeitigem Abbau von Knorpel- und
Knochensubstanz (Arasteh et al. 2018), (Abbildung 1).

Knochen

Gelenkkapsel

Knorpel

Synovia

[ Synovialmembran

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines physiologischen Gelenkes (links) und eines entziindlich
veranderten Gelenkes (rechts). Durch die inflammatorischen Prozesse kommt es zu einer Infiltration von
Entziindungszellen in die Synovialmembran, die sich folglich hyperplastisch verandert. Einhergehend kommt
es zu Destruktionen der Knorpel- und Knochensubstanz durch das infiltrativ wachsende Pannusgewebe.
Quelle: Eigene Darstellung.

1.1.2 Kollagen-induzierte Arthritis (CIA)

Die Kollagen-induzierte Arthritis (collagen induced arthritis, CIA) ist eines der am
héaufigsten verwendeten Tiermodelle, um das Krankheitsbild der RA im Tiermodell
darzustellen und somit sowohl pathogenetische als auch méglich therapeutische Ansatze
zu untersuchen. Die Verwendung eines Tiermodells bietet im Vergleich zu humanen
klinischen Studien vor allem hinsichtlich moglicher Stérvariablen deutliche Vorteile. So
konnten in diesem Experiment Nahrung, Haltung sowie die Krankheitsentstehung in
einem kontrollierten Umfeld und zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht werden.

AuBerdem wurden zu den verschiedenen Todeszeitpunkten histologische



Gewebeproben aus den Gelenken entnommen, um neben serologischen Parametern, die
vor allem in humanen Studien betrachtet werden, auch histopathologische Vorgange
néher untersuchen zu kénnen. Ein Nachteil des Tiermodells ist allerdings die begrenzte
Laufzeit im Vergleich zur humanen RA.

Fur dieses Modell ist die Inzidenz der Arthritis innerhalb verschiedener Mausestamme
variabel, jedoch werden Mduse der Gattung DBA/1 am haufigsten verwendet (Brand et
al. 2007). Im Gegensatz zur humanen RA ist die Entziindungsreaktion der CIA auf ca.
60 Tage begrenzt, was sich unter anderem auf die induzierte Immunreaktion gegen Typ
I Kollagen zuruickfuhren lasst (Williams 1998), (Bessis et al. 2017).

Die Induktion der Arthritis erfolgt bei der CIA durch die Immunisierung der Tiere mit
einer Emulsion aus Freud-Adjuvans, hitzeinaktiviertem Mycobakterium tuberculosis
sowie Typ Il Kollagen, bei der typischerweise nach ca. 21-28 Tagen erste
Entziindungszeichen in den Gelenken der Extremitdten nachweisbar sind (Brand et al.
2007). Im pathophysiologischen Mittelpunkt der CIA steht die Antikorper vermittelte
Immunreaktion gegen Kollagen Typ Il, deren Ursprung vor allem Antikdrper
produzierende B-Zellen darstellen. Neben den B-Lymphozyten sind jedoch auch T-
Zellen sowie verschiedene proinflammatorische Zytokine am Entziindungsprozess
beteiligt (Myers et al. 1997). Durch die Entziindung kommt es zu einer Infiltration von
Makrophagen, Leukozyten sowie B- und T-Zellen in das murine Gelenk, was sich in
einer Hyperplasie des Synoviums widerspiegelt und mit dem histopathologischen Bild

einer humanen Synovitis bei der RA vereinbar ist (Myers et al. 1997).

1.2 Ubergewicht und Adipositas

Ubergewicht lasst sich als eine Uberschreitung des Korpergewichtes (iber das
NormalmaR hinaus charakterisieren. Kommt es dabei zu einer starken Uberschreitung
des Normwertes, spricht man von Adipositas (Schienkiewitz et al. 2017). Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) stuft Adipositas als eigenstandige Erkrankung ein
und charakterisiert den Schweregrad anhand des Body Mass Index (BMI). Die
Adipositas geht mit einem erhdhten Risiko fur viele verschiedene Erkrankungen, wie
beispielsweise Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2 sowie
Krebserkrankungen einher und ist in Entwicklungslandern und vor allem in

Industriestaaten von zunehmender Bedeutung (World Health Organization 2000).



Atiologisch ist Adipositas eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, der ein
Ungleichgewicht von Energieaufnahme und Energieverbrauch zu Grunde liegt. So
kommen neben den bekannten Stérungen der Nahrungsaufnahme hinsichtlich Menge
und Nahrgehalt auch weitere Ursachen wie genetische Faktoren, korperliche Inaktivitét,
endokrine Erkrankungen, psychische Erkrankungen wie beispielsweise Essstorungen
oder die Einnahme bestimmter Medikamente in Betracht (Berg et al. 2014).
Pathophysiologisch kommt es durch das energetische Ungleichgewicht zu einer
vermehrten Einlagerung von Lipiden und damit einhergehenden Zellhypertrophie sowie
Zellhyperplasie der Adipozyten im Fettgewebe (Choe et al. 2016).

Die spezifische Rolle von Ubergewicht im Kontext der RA wird aufgrund der
heterogenen Studienlage weiterhin diskutiert (George und Baker 2016). So konnten
einige Studien erhohte BMI Werte als moderaten Risikofaktor der RA identifizieren
(Ljung und Rantapaéa-Dahlqvist 2016), (Crowson et al. 2013). In einer Metaanalyse, in
der Studien im Zeitraum von 1994 bis 2014 auf dem europdischen und
nordamerikanischen Kontinent zusammengefasst und analysiert wurden, flhrte
Ubergewicht, trotz teilweise heterogener Daten, zu einer positiven Assoziation mit der
RA (Qin et al. 2015). Zu beachten ist jedoch, dass in einigen epidemiologischen Studien
maogliche Risikofaktoren der RA wie beispielweise Rauchen (Hair et al. 2012) oder aber
auch soziodkonomische Unterschiede nicht bertcksichtigt wurden (Turesson et al.
2016). AulRerdem konnte man bei Patienten mit neu diagnostizierter RA und einem BMI
von Uber 25kg/m? eine verminderte Wahrscheinlichkeit einer niedrigeren
Krankheitsaktivitat sowie eine reduzierte Remissionsrate beobachten (Sandberg et al.
2014).

Im Gegensatz dazu gibt es Daten, die ein reduziertes Erkrankungsrisiko bei Ménnern
mit erhdhten BMI Werten aufzeigen (Turesson et al. 2016). Des Weiteren scheint
Adipositas, vor allem in frihen Erkrankungsstadien, mit einer verminderten
Gelenkdestruktivitat bei RA Patienten einherzugehen (Kaufmann et al. 2003), (van der
Helm-van Mil et al. 2008). Ergénzend beeinflusst die Adipositas auch medikamenttse
Therapien der RA. So kann bei adipdsen Frauen, die Effektivitdt von TNF-Inhibitoren
oder auch des IL-6-Rezeptor-Antagonisten Tocilizumab eingeschrénkt sein (Schéafer et
al. 2020).

Adipositas induziert zudem nach neueren Erkenntnissen die Synthese von
inflammatorischen Zytokinen, welche die Infiltration von Immunzellen in das

Fettgewebe stimulieren und letztlich einen milden chronischen Entziindungszustand
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(chronic low-grade inflammation) verursachen (Russolillo et al. 2013), (Cao 2014). Die
invadierten Immunzellen produzieren wiederum inflammatorische Zytokine, die den
Entzundungszustand weiter aufrechterhalten und fordern (Cao 2014). Es kommt
dadurch zu einem Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Faktoren,
zugunsten proinflammatorischer Prozesse (Jung und Choi 2014). Hierbei scheinen vor
allem invadierende Makrophagen eine entscheidende Rolle zu spielen, die das Zytokin-
Ungleichgewicht begtinstigen (Jung und Choi 2014). Histologisch betrachtet, bilden die
invadierenden Makrophagen sogenannte ,.crown-like-structures (CLS), da sie sich
kronenformig um abgestorbene Adipozyten legen, um diese zu phagozytieren
(Martinez-Santibariez et al. 2014). Die Anwesenheit und Anzahl der CLS lésst folglich
auf das Vorhandensein und das AusmaR entziindlicher Prozesse im Fettgewebe
schlieen (Wang et al. 2019). Die chronische Inflammation kann nicht nur die
Entstehung von metabolischen Stoffwechselstérungen wie beispielweise der
Insulinresistenz fordern (Versini et al. 2014) sondern auch die Krankheitsintensitét- und
Aktivitat der RA beeinflussen (Schéfer et al. 2020).

1.3 Fettgewebe

Das weile Fettgewebe setzt sich vor allem aus den Adipozyten zusammen, deren
Funktion die Speicherung und Spaltung von Triglyceriden darstellt. Neben den
Adipozyten lassen sich weitere Zelltypen wie Pra-Adipozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen, Makrophagen, T-Zellen und andere Immunzellen identifizieren
(Lafontan und Girard 2008). Das Fettgewebe wird in aktueller Literatur nicht mehr als
einheitliches und gleichformiges Gewebe angesehen, da es sich hinsichtlich
metabolischer  Funktionen, Morphologie und Zelltypen lokalisationsabhéngig
unterscheiden kann. Beispielsweise lasst es sich unter anderem in subkutanes und
viszerales Fettgewebe einteilen. Letzteres scheint im Vergleich zu subkutanem
Fettgewebe eine hthere metabolische Aktivitat zu besitzen (Coelho et al. 2013).

Das braune Fettgewebe findet sich vor allem bei Neugeboren und ist bei Erwachsenen
Menschen nur noch in geringem Ausmal} vorhanden. Bei Neugeboren dient es vor allem
der Thermogenese (Coelho et al. 2013).

Weilles Fettgewebe ist vor allem durch dessen Funktion bei der Lipogenese und
Lipolyse sowie als Speicherorgan und wichtiger Regulator des Energiestoffwechsels des

menschlichen Organismus bekannt (Proenca et al. 2014). Neuere Forschungen konnten



jedoch zeigen, dass die Funktionen des Gewebes uber die bekannten
Speicherfunktionen hinausgehen. So wird das weiRe Fettgewebe heute viel mehr als
endokrines Organ angesehen, da es durch die Produktion und Sekretion von
verschiedenen bioaktiven  Substanzen wie Hormonen und Zytokinen auf
unterschiedliche Prozesse, wie beispielsweise Immunabwehr, Gerinnung, Angiogenese
oder auch in der Appetit-Regulation, Einfluss nehmen kann. Zu diesen sezernierten
Substanzen zahlen einerseits bestimmte hormonéhnliche Stoffe, die Adipokine wie
Leptin, Adiponektin, Visfatin und andererseits verschiedene Zytokine wie IL-6 und
TNF-a (Proenca et al. 2014). Die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a sind
auBerdem in der Pathogenese der RA involviert (Stavropoulos-Kalinoglou et al. 2011).
Auch Substanzen, wie Angiotensin, welches fir die Blutdruckregulation des
Organismus eine bedeutende Rolle spielt, konnen im weilRen Fettgewebe synthetisiert
und freigesetzt werden (Coelho et al. 2013).

1.4 Adipokine und Adipozytokine

Als Adipozytokine werden samtliche bioaktiven Substanzen zusammengefasst, welche
vom Fettgewebe synthetisiert und freigesetzt werden. Hierzu zahlen neben den
klassischen Adipokinen wie Leptin, Adiponektin und Visfatin auch Zytokine wie TNF-
a oder IL-6. Adipokine werden in Bezug auf ihre Wirkung als hormonahnliche
Substanzen bezeichnet, die vor allem vom Fettgewebe synthetisiert und sezerniert
werden und dabei auf verschiedene metabolische Prozesse wie beispielsweise den
Lipidstoffwechsel, Appetit und Hungergefiihl, Insulinsensitivitit regulatorisch sowie
immunmodulatorisch wirken koénnen (Proenca et al. 2014). In den vergangenen
Dekaden wurden seit der Entdeckung von Leptin im Jahre 1994 eine Vielzahl weiterer
Adipokine wie z.B. Adiponektin und Visfatin untersucht, die als Botenstoffe bzw.
Mediatoren zwischen dem Fettgewebe und anderen Organen wie Leber, Pankreas,
Muskelgewebe sowie dem Nervensystem fungieren (Zhang et al. 1994), (Proenca et al.
2014). Folglich liegt es nahe, dass Storungen dieser Botenstoffe einen Beitrag in der
Pathogenese verschiedener metabolischer und entzlndlicher Erkrankungen leisten
koénnen (Cao 2014). So werden auch im Rahmen der RA Adipokine als mdgliche
Stellschrauben inflammatorischer Prozesse und gleichzeitig als mogliche Ansatzpunkte
neuer Therapien diskutiert. Problematisch ist jedoch, dass die Adipokine teilweise

unterschiedliche und teilweise in unterschiedlichen Organen sogar gegensatzliche



Wirkungen innehaben (Orlando et al. 2019), (Tang et al. 2007). Um diese Funktionen
naher beleuchten zu kdnnen, wurden in diesem Projekt das Vorkommen und mdogliche
Zusammenhange der Adipokine Leptin, Visfatin und Adiponektin mit dem
Entziindungsgeschehen, im systemischen und gelenknahen Umfeld ndher untersucht.

1.4.1 Leptin

Leptin wurde 1994 entdeckt und z&hlt heute zu den bekanntesten Vertretern der
Adipokine (Zhang et al. 1994), (Carrion et al. 2019). Das 16 kDa schwere Protein wird
durch das LEP (ob) Gen kodiert und von Adipozyten des weillen Fettgewebes
synthetisiert und sezerniert (Carrion et al. 2019). Neben Adipozyten wird Leptin im
Gelenk durch Chrondrozyten, Synoviozyten und Immunzellen exprimiert (Abella et al.
2017). Die Synthese und Sekretion von Leptin wird vor allem durch die
Nahrungsaufnahme und den damit verbundenen Hormonen, aber auch durch den
Energiezustand des Korpers, Sexualhormone und Entziindungsfaktoren reguliert
(Abella et al. 2017). Beispielsweise kann es durch Testosteron zu einer Reduktion und
durch Ostrogen zu einer Induktion der Leptin Synthese kommen (Di Carlo et al. 2002).
Aulerdem korreliert Leptin positiv mit der Kérperfettmasse und dem BMI (Fried et al.
2000). Auch im Rahmen von akuten Infektionen kann es durch proinflammatorische
Zytokine zu einer vermehrten Synthese von Leptin kommen (Behnes et al. 2012).
Bisher wurden verschiedene Formen des Leptin Rezeptors nachgewiesen. Die Leptin
Wirkung scheint vor allem durch die lange Isoform des Rezeptors LERP zu erfolgen,
der zu den Klasse 1 Zytokin-Rezeptoren gezéhlt wird. Die lange Isoform des Rezeptors
wird primédr im Gehirn, vor allem in Hypothalamus, aber auch beispielsweise in
Fettgewebe, Plazenta, Leber, Lunge, Chondrozyten, Skelettmuskelzellen und in beta-
Zellen des Pankreas exprimiert (Tartaglia 1997), (Proenca et al. 2014), (Abella et al.
2017).

Das Hormon verfiigt Gber regulatorische Funktionen bei der Nahrungsaufnahme, indem
es im Hypothalamus durch die Induktion von appetithemmenden Substanzen und die
Reduktion von appetitférdernden Substanzen, die Ingestion verringern kann. Des
Weiteren nimmt das Hormon auf die Insulin Sekretion, Thermogenese, Reproduktion,
Angiogenese und immunologische Prozesse Einfluss (Francisco et al. 2018).

Insbesondere bei hohen Plasma Konzentrationen wird ein Zusammenhang von Leptin
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mit der Insulinresistenz diskutiert, sodass es unter anderem zu einer verminderten
Sekretion von Insulin aus den beta-Zellen des Pankreas kommt (Proenca et al. 2014).
Weiterhin besitzt Leptin sowohl im angeborenen als auch im erworbenen Immunsystem
modulierende Fahigkeiten, indem es einerseits die Proliferation und Aktivitdt von
Makrophagen induzieren und andererseits die Zytotoxizitat von natrlichen Killerzellen
regulieren kann. Durch die Aktivierung der naiven T-Zell und B-Zell Proliferation
sowie der Modulation von T-regulatorischen Zellen, besitzt Leptin ebenfalls im
erworbenen Immunsystem regulatorische Eigenschaften (Abella et al. 2017). Leptin
kann zudem die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-a in
Monozyten fordern (Del Prete et al. 2014).

In Tiermodellen konnte bei Leptin defizienten M&usen gezeigt werden, dass der
Schweregrad der Arthritis, sowie die IL-1p und TNF-a Konzentrationen im Synovium
des Kniegelenks im Vergleich zu den Kontrollgruppen vermindert waren (Busso et al.
2002). Deng et al. konnten durch die Injektion von Leptin in Kniegelenke von Kollagen
immunisierten Mausen eine Verschlechterung der Arthritis unter Zunahme der
Gelenkdestruktion und synovialer Zellhyperplasie beobachten (Deng et al. 2012).

Die spezifische Rolle von Leptin im Kontext der RA wird in der Literatur weiterhin
diskutiert (Tian et al. 2014). Einige Studien konnten zeigen, dass Patienten mit RA
erhdhte Leptin-Spiegel aufwiesen und die erhdhten Spiegel mit dem Schweregrad der
Erkrankung zusammenhingen (Yoshino et al. 2011b), (Lee et al. 2007). In anderen
Studien wurden jedoch auch antiinflammatorische Eigenschaften beschrieben (Palmer
und Gabay 2003). Trotz dieser nicht eindeutigen Studienlage wird Leptin zu den pro-
inflammatorisch wirkenden Adipokinen gezéhlt, welches auch bei adipésen Menschen
an der Aufrechterhaltung eines chronischen Entziindungsprozesses beteiligt ist (Carrién
et al. 2019).

1.4.2 Visfatin

Das Adipokin Visfatin, auch unter dem Namen ,,pre-B-cell colony-enhancing factor 1
(PBEF1) oder ,nicotinamide phosphoribosyltransferase* (Nampt) bekannt, spielt vor
allem bei der Synthese des zellularen Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) eine
wichtige Rolle und ist weiterhin an der Regulation von zellularem Wachstum,
Angiogenese und Apoptose in Mamma-Zellen beteiligt (M=Donald et al. 2019).

Visfatin wird vor allem von weiliem Fettgewebe, aber auch in der Leber, Knochenmark,
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Muskelgewebe und Synovialzellen wie beispielsweise Fibroblasten oder von
Osteoblasten synthetisiert und sezerniert (Neumann et al. 2016). Die Freisetzung von
Visfatin wird durch verschiedene proinflammatorischen Faktoren, wie TNF-a, IL-18,
IL-6, LPS sowie Chemokine und Hypoxie, aber auch durch sich selbst, gefordert
(Neumann et al. 2011), (Segawa et al. 2006).

Einige Studien konnten Visfatin als proinflammatorischen Faktor im Kontext von
entzundlichen Erkrankungen wie beispielsweise der RA identifizieren, indem es unter
anderem die Produktion von IL-18, TNF-o und IL-6 in humanen Makrophagen
induzieren kann (Brentano et al. 2007), (Moschen et al. 2007). Des Weiteren kann
Visfatin die Funktion des ,Insulin-like growth factor 1° (IGF-1), welcher durch die
IGF-1 stimulierte Produktion von Proteoglykanen und Kollagen Typ Il an der Synthese
und Reparatur der extrazellularen Matrix beteiligt ist, unabhangig vom IGF-1 Rezeptor
inhibieren (Yammani und Loeser 2012). Weiterhin konnten bei Patienten mit RA
hohere Visfatin-Spiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne RA nachgewiesen
werden (Lee und Bae 2018). Gleichermafen zeigten sich bei Patienten mit Ubergewicht
und Diabetes Mellitus Typ 2 erhéhte Plasma Konzentrationen von Visfatin (Chang et al.
2011).

Auch in Tiermodellen konnte man Visfatin als proentziindlichen Faktor identifizieren.
So konnten erhohte Visfatin-Spiegel bei erkrankten Tieren in einem murinen CIA
Modell festgestellt werden (Busso et al. 2008). Auflerdem wurde in einem CIA
Tiermodell bei Visfatin defizienten Méusen eine verminderte Entziindungsaktivitat mit
verminderter Knochendestruktion und reduzierter Krankheitsprogredienz beobachtet (Li
et al. 2019). Durch die Inhibition der Nampt Aktivitat von Visfatin in einem murinen
CIA Modell konnte ein reduzierter Schweregrad der Arthritis zusammen mit einer
verminderten Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen beobachtet werden
(Busso et al. 2008).

1.4.3 Adiponektin

Adiponektin, auch bekannt als ,,Acrp 30 (Scherer et al. 1995), ,,AdipoQ* (Hu et al.
1996), ,,GBP28“ (Nakano et al. 1996) und ,,apM1“ (Maeda et al. 2012), liegt in
verschiedenen Isoformen vor und zahlt aufgrund seiner vielféltigen Wirkungen und
maoglichen therapeutischen Verwendung zu den bekanntesten Adipokinen (Neumann et
al. 2011), (M=Donald et al. 2019). Uber die Rezeptoren ,,AdipoR1‘ und ,,AdipoR2*
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sowie Uber weitere Proteine wie dem T-Cadherin beeinflusst das Molekil
Insulinsensitivitdt, entzundliche Prozesse, Angiogenese sowie den Glucose- und
Lipidstoffwechsel (Ye und Scherer 2013), (M>Donald et al. 2019). In der Literatur
werden vor allem antiinflammatorische Effekte des Zytokins in Bezug auf
atherosklerotische Prozesse, im Rahmen des metabolischen Syndroms sowie bei Typ 2
Diabetes beschrieben (Scherer et al. 1995), (Neumann et al. 2011), (Carridn et al. 2019),
(Orlando et al. 2019). So kann Adiponektin einerseits die Konzentration von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-6 reduzieren und gleichzeitig die
Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 in humanen Makrophagen
fordern (Folco et al. 2009). Niedrige Adiponektin-Spiegel sind mit verschiedenen
kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Insulinresistenz (Hotta et al.
2000), (Balsan et al. 2015) und dem metabolischen Syndrom (Trujillo und Scherer
2005) assoziiert und scheinen das Erkrankungsrisiko fir diese zu erhéhen (Orlando et
al. 2019). Zudem zeigen verschiedene Studien, dass sich die Serumkonzentration des
Adiponektins sowohl beim Menschen als auch bei Mé&usen antiproportional zu dem
entsprechenden BMI bzw. Kdrpergewicht verhélt (Trujillo und Scherer 2005), (Hu et al.
1996).

Andererseits sind hinsichtlich  arthritischer ~ Gelenkveranderungen auch pro-
inflammatorische Wirkungen bekannt. Beispielsweise kann Adiponektin die IL-6
Produktion in humanen synovialen Fibroblasten induzieren (Tang et al. 2007). Neben
humanen synovialen Fibroblasten beeinflusst Adiponektin zudem die Genexpression
und Proteinbiosynthese von Lymphozyten, Endothelzellen und Chrondrozyten, was
unter anderem eine verstarkte Synthese von proinflammatorischen Substanzen wie
Prostaglandin E2, IL-6, IL-8, MMP-1 zur Folge hat (Frommer et al. 2010). Zudem
weisen Patienten mit RA hohere Adiponektin-Serumspiegel im Vergleich zu Patienten
ohne RA auf. Diese korrelieren mit dem AusmaR des radiologischen Gelenkschadens
(Otero et al. 2006), (Del Prete et al. 2014).

Die bisher bekannten heterogenen Wirkungen des Adiponektins lassen sich
maoglicherweise auf das Vorhandensein verschiedener Isoformen zuriickfiihren, die in
ihrer Gesamtheit jedoch noch nicht in allen Details untersucht wurden (Garaulet et al.
2007).
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1.5 Fragestellungen

Die Pathogenese der RA ist bis heute sehr komplex und weitgehend ungeklart, jedoch
scheinen verschiedenste hormonelle, aber auch metabolische Faktoren einen wichtigen
Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf der Erkrankung zu nehmen. Um
metabolisch induzierte Verdnderungen und deren Relevanz fir die RA besser verstehen
zu konnen, sollte in diesem wissenschaftlichen Ansatz durch die Induktion einer
Adipositas im murinen Tiermodell zu verschiedenen Zeitpunkten der Pathogenese die
Krankheitsintensitat untersucht und verglichen werden. Ziel dieser Arbeit war es,
anhand von zur Verfuigung gestellten serologischen Daten sowie histologischen Bildern,
spezifische Scores zur Charakterisierung und Einteilung der in einem CIlA-Modell
induzierten Arthritis zu erarbeiten, um einerseits mdgliche Adipositas-induzierte
Verénderungen auf die Intensitdt und Progredienz der Arthritis zu untersuchen.
Andererseits sollte  zudem durch die Analyse von immunhistochemischen
Gelenkschnittbildern der Einfluss von Adipokinen wie Leptin, Visfatin und
Adiponektin auf lokale entziindliche und metabolische Prozesse der murinen Arthritis
untersucht werden und dabei mogliche Unterschiede zwischen systemischen und
lokalen sowie gelenknahen, Wirkungen erarbeitet werden. Hierbei sollten die
verschiedenen Adipokine auch untereinander verglichen werden, um zu sehen,
inwieweit sich diese im lokalen oder im systemischen Kontext zueinander verhalten.
Aullerdem sollten durch die Erstellung von Korrelationsanalysen madgliche
Zusammenhange zwischen Diat- sowie Adipokin-induzierten Effekten auf die Arthritis
und die hiermit zusammenhangenden metabolischen Veranderungen herausgearbeitet

werden.
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2. Material und Methoden

Die primdren molekularbiologischen und histologischen Analysen zur Verwertung der
entnommenen Gewebe- und Plasmaproben erfolgten durch Mitarbeiter des
Forschungslabors der Abteilung Rheumatologie und klinischen Immunologie und nicht
durch den Autor selbst. Das fiir die primdre Analyse bendtigte Material sowie die
entsprechenden Methoden sind in Kapitel 2.1 sowie 2.2 aufgefihrt.

Durch den Autor dieser Dissertation erfolgte die Auswertung der serologischen
Parameter, die Entwicklung von histologischen Scores anhand der zur Verfugung

gestellten Bilder sowie deren Auswertung und sind in Kapitel 2.3 ausgefuhrt.

2.1 Material
Reagenzien

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

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

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

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

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

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

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

*= Freund's Adjuvant, Incomplete, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA),
Cat#F5506 6x10ml

= |sofluran CP®, CP-Pharma, Handelsgesellschaft GmbH, Deutschland

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

= Hihnerserum, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Kat. Nr.: C5405

= Kaisers Glyceringelatine, Merck (Darmstadt, Duetschland)

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

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

= Proteinase K-Ldsung (Rnase frei), PegLab (Erlangen, Deutschland)

= Safranin-O fiir die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

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

=  Triton® X 100, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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= Wasserstoffperoxid 30 % (H20.), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
= Xylol (Isomere) >98%, rein, fur die Histologie, Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Antikorper

= N-Histofine® Simple Stain MAX PO (G) anti-goat, Medac (Wedel,
Deutschland), Kat. Nr.: 414162F, Lot: 1705

= N-Histofine® Simple Stain MAX PO (G) anti-rabbit, Medac (Wedel,
Deutschland), Kat. Nr.: 414341F; Lot: H1702

= N-Histofine® Simple Stain MAX PO (G) anti-rat, Medac (Wedel, Deutschland),
Kat. Nr.: 414311F, Lot: H1709

= Mouse Adiponectin/Acrp30 Antibody, Antigen Affinity-purified Polyclonal
Goat 1gG; Katalog Nummer: AF1119, Lot: GQD0316081, R&D Systems
(Minneapolis, USA)

= normal goat IgG; Kat. Nr.. AB-108-C, Lot: ES3411101 R&D Systems,
(Minneapolis, USA)

= PBEF antibody (H-300), Santa Cruz Biotechnology, INC. (Dallas, Texas, USA)
Kat. Nr.: sc-67020, Lot: H1412

= Negative Control, Rabbit Immunoglobulin Fraction, Dako (Santa Clara, USA),
Kat. Nr.: X0936, Lot: 0089630

= Anti-Leptin antibody, Abcam (Cambridge, Vereinigtes Kénigreich), Kat. Nr.:
ab3583, Lot: GR17101-5/-8

= RAT ANTI MOUSE F4/80 (CI:A3-1), purified  Monoclonal Antibody
Abdserotec (Oxford, Vereinigtes Konigreich), Kat. Nr.. MCA497R, Lot.:
397017

= Rat IgG2b, kappa monoclonal [RTK4530] - Isotype control, Abcam
(Cambridge, Vereinigtes Konigreich), Kat. Nr.: ab18541; Lot: GR261813-1

= Vimentin antibody, R&D Systems (Minneapolis, USA), Kat. Nr.. MAB2105,
Lot: UUQ0212051

= Purified Rat 1gG2a « Isotype Control, BD Pharmingen (San Diego, USA); Kat.
Nr.: 559073, Lot: 34872

= CD45 Antibody (30-F11), Novusbio (Centennial, USA), Kat. Nr.: NB100-
77417SS, Lot: B-4
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Kits

Rat 1gG2b negative control antibody, Abdserotec (Oxford, Vereinigtes
Kdnigreich), Kat. Nr.: MCA1125, Lot: 101202

AEC Peroxidase Substrate Kit; Kat. Nr. VL-SK-4-200-Ki01; Lot: ZD0802
Visfatin (NAMPT) Mouse/Rat ELISA; BioVendor; Kat. Nr. RAGO09R; Lot 1.
ELISA Kits: X15-113; Lot 2. ELISA Kits: X16-150

Quantikine ELISA Mouse Adiponectin/Acrp30; R&D; Kat. Nr.: MRP300;
MHD: 04.01.2016

Quantikine ELISA Mouse/Rat Leptin; R&D; Kat. Nr.. MOBO00

Puffer und L6sungen

Citrat puffer (10mM Citrat, 0,05% Tween20, pH6)
PBS 10x (8g NaCl; 0,2g KCI; 1,449 Na2HPO4*2H20; 0,249 KH2PO4; mit
NaOH und HCI pH7,4; mit dH20 auf 100ml auffillen)
PBST (11 1x PBS; 1ml Tween-20)
Proteinase K: 2,5ul Proteinase K Stock 20mg/ml + 250ul 1M Tris (pH8) + 50ul
0,5M NaEDTA (pH8)
Hé&malaun:
o 1g Hamatoxylin (fir die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland))
o 1L H20
o 0,2g Natriumjodat NaJOsz (Sodium iodate, Minimum 99%, Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA))
o 50g Kalilaun (Kaliumaluminiumsulfat)
(Aluminium potassium sulfate dodecahydrate, Minimum 98,0%, Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA))
o 50g Chloralhydrat, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
o 1g Citric acid monohydrate, Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

o 10g Eosin G (fir die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland))

o 11 H0

o vor Gebrauch einige Tropfen 96%ige Essigséure in die Kiivette geben
NaEDTA-Lo6sung (20%):
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o 100g EDTA-Dinatriumsalz

o 400ml Millipore

o mit NaOH-Platzchen pH7,4 (rihren + erhitzen)
o mit Millipore Wasser auf 500ml auffullen

=  Weigert’sche Losung

= Losung A:

= 1g Hé&matoxylin (fur die Mikroskopie, Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland))

= 100ml 95% Ethanol

= Losung B:
= 4ml 29% Eisen-ll1-chlorid-Hexahydrate (Roth) in H20
= 95ml dH20

* 1Iml konz. Salzsiure (>32%, p.a. ISO, Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland))
o 1:1 Mischung, stabil fiir ca.4 Wochen

GefalRe und Materialien

BD Microtainer SST tubes

Deckglaser 20x20mm, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Deckglaser 25x50mm, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Einbettkassetten, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

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

Farbekasten mit Deckel, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Objekttrager Superfrost plus 25x75mm, Langenbrinck

Pap Pen Immunostaining Pen, G. Kisker (Steinfurt, Deutschland)
PP-Ro6hrchen steril 50ml, Greiner (Kremsminster, Deutschland)
PP-Ro6hrchen steril 15ml, Greiner (Kremsminster, Deutschland)
Roti®-Plast (Paraffin Pastillen), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Stripette 5ml, Corning (Corning, USA)

Stripette 10ml, Corning (Corning, USA)

Stripette 25ml, Corning (Corning, USA)

18



Gerate
= Sunrise-basic Tecan (Tecan Austria GmbH)
= Cryostat: CM5050S (Leica, Wetzlar, Deutschland)
» Rotationsmikrotom: Microm HM340E (ThermoScientific, Waltham, USA) mit
Section Transfer System (ThermoScientific, Waltham, USA)

Software
= Magellan V. 7.2 (©1998-2016 Tecan Austria GmbH)
= Graph Pad Prism Version 9.0
= Microsoft Office Professional Plus 2019
= Image] Wayne Rasband, Version 1.32
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2.2 Methoden

Die primdren molekularbiologischen und histologischen Analysen zur Verwertung der
entnommenen Gewebe- und Plasmaproben erfolgten durch Mitarbeiter des
Forschungslabors der Abteilung Rheumatologie und klinischen Immunologie. Die
Auswertungen der serologischen Parameter, die Entwicklung der histologischen Scores
anhand der zur Verfugung gestellten Bilder sowie deren Auswertung erfolgten durch
den Autor dieser Dissertation und sind in Kapitel 2.3 ausgefiihrt.

2.2.1 CIA-Modell (Firma ATRC Aurigon)

Der Versuch wurde durch die Firma ATRC Aurigon Toxicological Research Center Ltd
(Ungarn) durchgefuhrt. Die entnommenen Gewebe wurden nach Abschluss des
Versuchs versendet. Die Abl&ufe zum Versuch und Versuchsaufbau sind im Folgenden
beschrieben, wurden jedoch nicht durch den Autor dieser Dissertation durchgefthrt.

2.2.2 Mause

Es wurden ausschlieflich ménnliche DBA/1JRj Méause im Alter von 3-4 Wochen zum
Zeitpunkt des Versuchsbeginns verwendet. Die Tiere wurden durch die Firma ATRC
Aurigon Toxicological Research Center Ltd in Ungarn bezogen und im Tierstall flir den
weiteren Versuch gehalten.
Futter:

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

e ND (normal diet):  D12329 von ResearchDiets, USA

2.2.3 Versuchsgruppen des CIA-Modells

Zu Beginn des Versuches wurden die Versuchstiere in 12 unterschiedliche Gruppen
hinsichtlich Erndhrungsart (HFD oder ND), Arthritis-Induktion (CIA oder gesunde
Kontrolle) und Nekropsie Zeitpunkt (4, 55 oder 7 Wochen nach erstmaliger
Immunisierung) eingeteilt (Abbildung 3). Die Gruppeneinteilung ist in Tabelle 1
dargestellt.
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Tabelle 1: Ubersicht Versuchsgruppen der DBA/1JR]j Tiere, Gesamtanzahl der Tiere n = 87. Von insgesamt 87
Tieren erhielten 63 eine Arthritis-Induktion (CIA Induktion). Der Zeitraum beschreibt die Zeit zwischen

erster Immunisierung und Nekropsie.

Gruppe Zeitraum in Wochen Futter Arthritis-Induktion Tieranzahl bei Nekropsie

1 4 HFD  Gesunde Kontrolle 4
2 4 ND Gesunde Kontrolle 4
3 4 HFD CIA induziert 7
4 4 ND CIA induziert 7
5 55 HFD  Gesunde Kontrolle 4
6 55 ND Gesunde Kontrolle 4
7 55 HFD CIA induziert 9
8 55 ND CIA induziert 10
9 7 HFD  Gesunde Kontrolle 4
10 7 ND Gesunde Kontrolle 4
11 7 HFD CIA induziert 15
12 7 ND CIA induziert 15

2.2.4 Induktion der Adipositas im CIA-Modell

Zunachst wurden sdmtliche Tiere 6 Wochen lang mit zwei unterschiedlichen Diéten

gefittert, um die metabolischen Veranderungen von Ubergewicht bzw. Adipositas vor

der eigentlichen CIA-Induktion zu etablieren. Die Adipositas-Induktion erfolgte durch

die Gabe einer hochkalorischen Diét (,,high-fat diet“, HFD), mit einem Fettgehalt von

58%. Die auf den Erndhrungszustand bezogene Kontrollgruppe erhielt Gber den

gleichen Zeitraum eine normalkalorische Didt (,,normal diet“, ND vom gleichen

Hersteller), die einen Fettgehalt von 10,5% beinhaltete. Beide Diaten wurden nach der
Acrthritis-Induktion (definiert als Tag 0) fortgefiihrt.
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2.2.5 CIA-Induktion

Die Arthritis-Induktion erfolgte nach 6 Wochen Vorfutterung mit entsprechender HFD
oder ND durch die Firma Aurigon. Die Tiere wurden zundchst durch die Inhalation von
Isofluran anésthesiert. Im Anschluss erfolgte die Immunisierung mit 100 pL einer
Emulsion aus bovinem Kollagen Typ I, hitzeinaktivierten Mycobacterium tuberculosis
sowie kompletten Freud-Adjuvans (CFA) in die Schwanzwurzel der Tiere.

Zur Herstellung der Emulsion wurde Kollagen in 0,1 molarer Essigsdure mit einer
Endkonzentration von 2 mg/ml verdiinnt. Im Verhaltnis 1:1 wurde zu der Lésung CFA
hinzugegeben. Die Losung wurde fir 3 min gemischt, so dass eine homogene
Flussigkeit entstand. Die Endkonzentrationen betrugen 1mg/ml Kollagen und 2 mg/ml
inaktiviertes Mycobacterium tuberculosis. Der Tag der ersten Immunisierung wurde als
Tag 0 definiert. Die zweite Immunisierung erfolgte an Tag 21 (Abbildung 3).

Zum Todeszeitpunkt der Tiere wurden durch die Firma Aurigon die Knie der
Hinterbeine, sowie inguinale Lymphknoten, Leber und viszerales Fettgewebe
entnommen und gegebenenfalls entkalkt, dehydriert und in Paraffin eingebettet.
Aufllerdem wurden Plasmaproben entnommen und bei Temperaturen unterhalb von
-70 °C auf Trockeneis gelagert. Die Gewebe- und Plasmaproben wurden schliel3lich an
das Forschungslabor in Bad Nauheim versandt. Im Folgenden wird der Begriff der
,Arthritis-Induktion® immer in Bezug auf die CIA verwendet. Die Tiere der CIA-

Gruppe werden zudem als ,,erkrankte Tiere* bezeichnet.

Versuchsaufbau CIA Modell

Adipositas Induktion HFD / ND I I 2. Immunisierung I

| | v
6 Wochen

1 5,5 Wochen

1. Immunisierung

Abbildung 2: Zeitliche Darstellung des CIA Modells. Zunéachst erfolgte die Induktion der Adipositas durch die
Gabe eine HFD. Der Tag der 1. Immunisierung wurde als Tag 0 definiert, die zweite Immunisierung erfolgte
am Tag 21. Abhéngig von der zugehdrigen Gruppe erfolgte, entweder 4, 5,5 oder 7 Wochen nach erstmaliger
Immunisierung, die Nekropsie der Tiere. Quelle: Eigene Darstellung.
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2.2.6 ELISA

Um die Plasma Konzentrationen der Adipokine Leptin, Visfatin und Adiponektin aber
auch von CRP (C-reaktives Protein) messen zu konnen, wurden ELISAs durchgefihrt.
Bei den verwendeten Kits wurde nach den jeweiligen Herstellerangaben verfahren und
gegebenenfalls die Proben im empfohlenen Puffer verdunnt.

2.2.7 Histologische Féarbungen

HE — Farbung Safranin-O Farbung Toluidinblau Farbung

- 2x10min - Entparaffinieren: - Entparaffinieren:
Xylol o 2x 10 min o 2x5min

- je10min Xylol Xylol
100%, 96% o je 10 min o je5min
EtOH 100%, 96% 100%, 96%,

- je5min EtOH 80%, 70%,
80%, 70%, o je 5 min80%, 50% EtOH
50% EtOH 70%, 50% o 5minH0

- 5minPBS EtOH - ca. 20 Sek. 0,5%

- 7-10 min o 5 minH20 Toluidinblau in
Hémalaun - 5 min Weigert’sche dH20

- inH0 Ldsung - 3xinH0jeca. 10
waschen - 3x5minH0 mal kurz

- 7-10 min - 5min 0,001% Fast-Green eintauchen
Eosin - 155 1% Essigsaure - kurz in 96% EtOh

- inH0 - 9 min 0,5% Safranin-O ca. 2 mal
waschen - je 2x2 min 96%, 100% eintauchen

- je5min Ethanol - 2x 10 Sek. in Xylol
50%, 70%, - 5min - eindeckeln mit
96%, 100% abdampfen/lufttrocknen Entellan
EtOH - eindeckeln mit Entellan

- 3x5min
Xylol

- eindeckeln
mit Entellan
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2.2.8 Immunhistologische Farbungen

Leptin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat | Konzentration | Verdinnung Referenz/Katalognr.
Antikorper Leptin 2mg/ml 1:285 ab3583
(Maus)
Isotypkontrolle | Kaninchen 15g/I 1:30 X0936
19G

Leptin-Farbung Protokoll:

o 2x5min Xylol

Entparaffinieren:

o je 5 min 100%, 96%, 70% Ethanol

o 2X 3 minPBS

- Demaskieren der Epitope:
o 5 min Proteinase K bei 37°C
o 5minPBS
- Blockieren endogener Peroxidasen:
o 10 min Methanol + 3% H202

o 2x 5 minPBS

- Blockieren unspezifischer Antikérperbindungen:

o 60 min 5% BSA
- Antikorper bzw. Isotypenkontrolle tiber Nacht in 5% BSA bei 4°C
- 2x3minPBS
- 30 min Histofine anti-rabbit
- 2x3minPBS

- AEC (Kit)

- Eindecken mit Glyceringelatine
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Visfatin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat | Konzentration | Verdinnung Referenz/Katalognr.
Antikorper Visfatin 0,2mg/ml 1:100 sc67020
(Maus)
Isotypkontrolle | Kaninchen 15¢g/I 1:7500 X0936
19G

Visfatin-Farbung Protokoll:

Entparaffinieren:
o 2x5min Xylol
o je 5 min 100%, 96%, 70% Ethanol
o 2x3minPBS

Demaskieren der Epitope:

o Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Wasserbad)

o Schnitte in den Citrat-Puffer Uberfihren und 60 min bei 60 °C

o Bei Raumtemperatur 30 min abkiihlen lassen
o 2x2mindH20;
o 5minPBS
Blockieren endogener Peroxidasen:
o 10 min Methanol + 3% H20-
o 2x5minPBS
Blockieren unspezifischer Antikérperbindungen:
o 60 min 5% BSA
Antikdrper bzw. Isotypenkontrolle Giber Nacht in 5% BSA bei 4 °C
2x 3 min PBS
30 min Histofine anti-rabbit
2 X 3 min PBS
AEC (Kit)

Eindecken mit Glyceringelatine
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Adiponektin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration | Verdinnung | Referenz/Katalognr.
Antikorper Adiponektin 0,2mg/ml 1:100 AF1119
(Maus)
Isotypkontrolle | Kaninchen 1mg/ml 1:500 AB-108-C
19G

Adiponektin-Farbung Protokoll:

Entparaffinieren:
o 2x5min Xylol
o je 5 min 100%, 96%, 70% Ethanol
o 2x 3 minPBS
Demaskieren der Epitope:
o Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Wasserbad)

o Schnitte in den Citrat-Puffer Uberfihren und 60 min bei 60 °C

o Bei Raumtemperatur 30 min abkiihlen lassen
o 2x2mindH20;
o 5minPBS
Blockieren endogener Peroxidasen:
o 8 min Methanol + 3% H>0>
o 5 mindH20;
o 5minPBS
Blockiern unspezifischer Antikdrperbindungen:
o 45 min 5% BSA
Antikorper bzw. Isotypenkontrolle iber Nacht in 1% BSA bei 4 °C
1 x 5 min PBS
30 min Histofine anti-goat
2 x 3 min PBS + 0,3% Triton-X100
1 x 5 min PBS
AEC (Kit)

Eindecken mit Glyceringelatine
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Vimentin-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitdt | Konzentrati | Verdiinnung Referenz/Katalognr.
on
Antikorper Vimentin 0,5mg/ml 1:100 MAB2105
(Maus)
Isotypkontrolle | Ratte IgG2a | 0,5mg/ml 1:100 559073

Vimentin-Farbung Protokoll:

Entparaffinieren:
o 2x5min Xylol
o je 5 min 100%, 96%, 70% Ethanol
o 2x 3 minPBS
Demaskieren der Epitope:
o Citrat-Puffer kurz aufkochen lassen (Wasserbad)

o Schnitte in den Citrat-Puffer Uberfiihren und 60 min bei 60 °C

o Bei Raumtemperatur 30 min abkiihlen lassen
o 2x2mindH20;
o 5minPBS
Blockieren endogener Peroxidasen:
o 10 min Methanol + 3% H20-
o 2x5minPBS
Blockiern unspezifischer Antikdrperbindungen:
o 60 min 5% BSA
Antikdrper bzw. Isotypenkontrolle iber Nacht in 5% BSA bei 4 °C
2x 3 min PBS
30 min Histofine anti-rat
2 x 3 min PBS
AEC (Kit)

Eindecken mit Glyceringelatine
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CD45-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration | Verdiinnung | Referenz/Katalognr.
Antikorper CD45 (Maus) 1mg/ml 1:50 MNB100-77417SS
Isotypkontrolle | Ratte 1gG2b Img/mi 1:50 MCA1125

Das verwendete Protokoll fir die Visfatin-Farbung von Paraffinschnitten entspricht dem

Protokoll der Vimentin-Farbung.

F4/80-Farbung von Paraffinschnitten

Spezifitat Konzentration | Verdiinnung | Referenz/Katalognr.
Antikorper F4/80 (Maus) 1mg/ml 1:50 397 017
Isotypkontrolle | Ratte IgG2a 0,5mg/ml 1:25 559073

Das verwendete Protokoll fiir die Visfatin-Farbung von Paraffinschnitten entspricht dem
Protokoll der Vimentin- und CD45-Féarbung.
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2.3 Methoden zur Datenanalyse und statistischen Auswertung

2.3.1 Scores
Leber-Score

Um die metabolischen Verénderungen der HFD evaluieren zu kénnen, wurde anhand

von histologischen Schnittbildern der prozentuale Anteil von Hepatozyten, die

Fettvakuolen gebildet hatten, nach der Methode von Gilat et al. quantifiziert (Gilat et al.

2003). Dazu wurde von jedem Tier das gesamte Sichtfeld eines histologischen
Schnittbilds in der HE-Farbung in 100x VergroRerung betrachtet (Abbildung 3) und in

prozentuale Bereiche aufgeteilt (Tabelle 2).

Abbildung 3: Histologische HE-Farbung der Leber eines gesunden ND Tieres (100x VergroRerung). Im
Leberparenchym lassen sich Uberwiegend keine Fettvakuolen erkennen. Die Zellkerne (Pfeile) und
Zellgrenzen der Hepatozyten sind deutlich erkennbar und abgrenzbar.

Tabelle 2: Histologischer Leber-Score nach Gilat et al. Die prozentualen Bereiche beziehen sich auf das
gesamte Sichtfeld eines histologischen Schnittbildes (HE-Féarbung) des Leberparenchyms in 100x

VergroRerung.

Score Punktzahl

Definition

Kein sichtbar infiltriertes Fettgewebe

< 5% des Leberparenchyms ist durch Fettgewebe infiltriert

5 — 25% des Leberparenchyms ist durch Fettgewebe infiltriert

25 — 50% des Leberparenchyms ist durch Fettgewebe infiltriert

Al W N | O

< 50% des Leberparenchyms ist durch Fettgewebe infiltriert
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CLS-Score

Anhand von histologischen Schnittbildern nach Toluidinblau-Féarbung wurden im
Fettgewebe die Anzahl der CLS sowie die Anzahl der Adipozyten ausgezéhlt und ein
prozentualer Quotient gebildet, welcher den prozentualen Anteil von CLS im
Fettgewebsausschnitt widerspiegelte. Hierzu wurde flr jedes Tier das gesamte Sichtfeld

eines histologischen Schnittbilds in Toluidinblau-Farbung in 100x VergréRerung
betrachtet (Abbildung 4).

Abbildung 4: Toluidinblau-Farbung des Fettgewebes eines gesunden ND (links) und eines erkrankten ND
Tieres (rechts) in jeweils 100x VergroRerung. Im gesamten Sichtfeld wurden Adipozyten und CLS (Pfeile)
ausgezahlt und schliellich ein prozentualer Quotient gebildet.

Histologischer CIA-Score

Der in dieser Arbeit entwickelte CIA-Score diente der Quantifizierung entztndlicher
Prozesse in den Kniegelenken der Mause, um einerseits eine erfolgreiche Arthritis-
Induktion zu verifizieren und um andererseits eine Aussage uUber den Schweregrad der
Arthritis treffen zu kénnen. Hierzu wurden fiir den Score charakteristische Strukturen
wie Gelenkknorpel, Meniskus sowie Deckzellschicht des Gelenks histologisch, anhand
von verfugbaren Schnittbildern mit HE- und Safranin-O-Farbung, analysiert. Jeder
dieser drei Teilbereiche wurde pro Bild beurteilt und nach Schweregrad der
entzlindlichen Veranderungen von 0 bis 3 bewertet. Die Definitionen sind in Tabelle 3,
4 und 5 aufgefuhrt sowie jeweils in Abbildung 5, 6, und 7 visualisiert. Die jeweiligen
Teilscores wurden schlieflich addiert, sodass der CIA-Score den Schweregrad
arthritischer Gelenkveranderungen durch einen Score von 0 bis 9 beschreibt.

Bei der Auswertung stellte sich heraus, dass von insgesamt 63 immunisierten Tieren, 13
Tiere nicht an einer CIA erkrankt waren. Weder zeigten sich bei diesen Tieren klinische

Entzindungszeichen, wie gerotete oder geschwollene Pfoten, noch lieen sich in
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histologischen Féarbungen der Gelenke inflammatorische Prozesse erkennen (CIA-
Score 0). Da fir das CIA-Modell bereits beschrieben wurde, dass nicht alle
immunisierten Tiere erkranken und die Inzidenz ebenfalls innerhalb der Mausstdamme

variabel ist (Brand et al. 2007), wurden diese 13 Tiere aus den Auswertungen

ausgeschlossen.

Der Teilbaustein des ClIA-Scores der Deckzellschicht wurde basierend auf dem Score

von Krenn et al. fiir das murine Gewebe modifiziert (Krenn et al. 2002).

Tabelle 3: Histologischer CIA-Teilscore: Knorpel

Score o
ounktzah Definition
Knorpelschicht vollstdndig intakt und durchgéngig, keine Ld&sionen
° erkennbar
leichte Defekte an der Knorpelschicht, wenige sichtbare
! Kontinuititsunterbrechungen (,,Locher*)
2 multiple Defekte, vermehrt sichtbare Kontinuitatsunterbrechungen
massive Defekte, Knorpelmembran teilweise nicht mehr erkennbar,
3 stellenweise vollstandiges Fehlen des Knorpels, zelluléare Infiltrate in

Knorpelschicht

Abbildung 5: Exemplarischer Ausschnitt des Kniegelenks eines HFD gesunden (links) und eines HFD CIA
Tieres (rechts) in 100x VergréfRerung. Anhand dieser Abbildung lassen sich die Definitionen aus Tabelle 3
visualisieren. Das gesunde Tier (links) wies eine vollstéandig intakte, durchgéngige Knorpelschicht auf und
erhielt null Punkte im CIA-Teilscore Knorpel. Im Gegensatz dazu zeigte das erkrankte Tier (rechts) mit
einem CIlA-Teilscore von drei, massive Defekte der Knorpelschicht, welche stellenweise ,Jlochrig® und
aufgeraut wirkte. Zudem lieRen sich multiple zellulare Infiltrate in der Knorpelschicht erkennen (Pfeile).
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Tabelle 4: Histologischer CIA-Teilscore: Meniskus

Score o
Punktzah Definition
intaktes meniskuldres Knorpelgewebe, keine Zellinvasionen, kein
° proliferativ verdndertes submeniskuldres Bindegewebe
vereinzelte Zellinfiltrate im Meniskus, scharfe meniskulére Zellgrenzen
1 und weitgehend intakte Meniskusstrukturen, leichte submeniskuldre
Zellhyperplasie
vermehrte  Zellinfiltrate im  Meniskus, unscharfe  meniskulére
° Zellgrenzen, starke submeniskuldre Zellhyperplasie
Meniskus weitgehend bis vollistandig infiltriert, weitgehend keine
3 meniskularen Zellgrenzen mehr erkennbar, massive submeniskulére
Zellhyperplasie

Abbildung 6: Exemplarischer Ausschnitt des Kniegelenks eines ND gesunden (links, 100x Vergrofierung)
und eines ND CIA Tieres (rechts, 50x VergroRerung). Anhand dieser Abbildung lassen sich die Definitionen
aus Tabelle 4 visualisieren. Das gesunde Tier (links) wies intaktes, menisculdres Knorpelgewebe auf, zeigte
weder Zellinvasionen noch proliferativ verandertes submenisculdres Bindegwebe und wurde mit dem Score
null bewertet. Das erkrankte Tier (rechts) zeigte eine massive submenisculare Zellhyperplasie, sowie eine
massive Zellinfiltration in den Meniskus, dessen Knorpelsubstanz nur noch teilweise zu erkennen war
(Pfeile). Das erkrankte Tier erhielt drei Punkte im ClA-Teilscore Meniskus.
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Tabelle 5: Histologischer CIA-Teilscore: Synoviale Deckzellschicht

Score o
Definition
Punktzahl
0 intakte und nicht proliferierte Zellschicht, keine zellularen Infiltrate,
keine Knorpel-Invasionszonen, deutlich abgrenzbare Synovialmembran
1 proliferierte Deckzellschicht mit 3-4 Zellreihen, keine Invasionszonen
2 proliferierte Deckzellschicht mit 5-6 Zellreihen, wenige Invasionszonen
3 proliferierte Deckzellschicht mit >6 Zellreihen, viele Invasionszonen

Abbildung 7: Exemplarischer Ausschnitt des Kniegelenks eines ND gesunden (links) und eines ND CIA
Tieres (rechts) in 100x VergroRRerung. Anhand dieser Abbildung lassen sich die Definitionen aus Tabelle 5
visualisieren. Das gesunde Tier (links) zeigte eine intakte, nicht proliferierte Deckzellschicht ohne
Invasionszonen und wurde mit null Punkten bewertet. Im Gegensatz dazu kam es bei dem erkrankten Tier
(rechts) zu einer massiven Proliferation der Deckzellschicht mit mehr als 6 Zellreihen und Invasionszonen in
den Gelenkknorpel (Pfeil). Das erkrankte Tier erhielt drei Punkte im CIlA-Teilscore synoviale
Deckzellschicht.
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Histologischer Adipokin-Score

Der Adipokin-Score quantifiziert die Expression der verschiedenen Adipokine Leptin,
Adiponektin und Visfatin im lokalen Gelenk. Anhand von immunhistologischen
Schnittbildern wurden Gelenkknorpel und Meniskus der Tiere auf die Adipokin-
Expression untersucht. Der Score gliedert sich somit in die zwei Bausteine ,,Knorpel*
und ,,Meniskus®, der anschliefend zum Adipokin-Gesamtscore addiert und grafisch
dargestellt wurde. Die Score-Kriterien sind flr alle untersuchten Adipokine gleich. Der
maximal erreichbare Score aus Knorpel und Meniskus ist 8.

Zur Beurteilung der Adipokin-Expression im Gelenkknorpel wurden die in den
immunhistologischen Schnittbildern erkennbaren Férbesignale untersucht und je nach
Quantitat und Clusterbildung von 0 bis 4 bewertet (Tabelle 6).

Folgende Kriterien wurden fir diese Arbeit definiert, um die Adipokin-Expression im
Meniskus zu quantifizieren: Die Flache des Meniskus wurde mittels des Programms
,ImageJ“ gemessen, die Anzahl der Adipokin positiv gefarbten Zellen quantifiziert und
ein Quotient aus Anzahl positiver Zellen zur Flache gebildet. Fir den Score wurde der
Quotient in eine Punktzahl umgerechnet (vgl. Tabelle 7).

Tabelle 6: Adipokin-Teilscore Knorpel. Der Begriff Signalantwort bezieht sich hier auf die
immunhistochemischen Farbesignale, Adipokin-produzierender Zellen im immunhistochemischen Schnittbild
des Gelenkknorpels.

Score
ounktzah Definition
0 Keine Signalantwort, keine angeféarbten Zellen erkennbar
0,5 Einzelne Zellen im Knorpel angefarbt (1-5)
1 Sehr wenige Zellen im Knorpel angefarbt (6-15)
1,5 Wenige Zellen im Knorpel angefarbt (16-30)
2 Einige Zellen im Knorpel angefarbt (31-50)
2,5 Viele Zellen im Knorpel angeférbt (51-75), vereinzelte Clusterbildung
3 Viele Zellen im Knorpel angeférbt (> 75), viele Cluster
25 Viele Zellen im Knorpel angefarbt, Gberwiegend angefarbte Zellen
erkennbar, vereinzelt Zonen ohne angeféarbte Zellen erkennbar
A Sehr viele Zellen im Knorpel angeférbt, durchgéngig alle Zellen
positiv

34



Tabelle 7: Adipokin-Score Meniskus. Um die Adipokin-Expression von Zellen im Bereich des Meniskus
beurteilen und diese ins Verhaltnis zur Flache des Meniskus setzen zu konnen, wurde die Flache des Meniskus
mittels ImageJ bestimmt. AnschlieBend wurden die, durch die jeweilige Adipokin Férbung (Leptin, Visfatin,
Adiponektin), angefarbten Zellen gezéhlt und ein Quotient zur Flache gebildet. Dieser Quotient reichte von 0,0
bis >1,76 und wurde in Score Punkte umgerechnet.

Score Adipokin-
Punktzahl Expression/Flache [%0]
0 0,0
0,5 0,00 - 0,25
1 0,26 — 0,50
1,5 0,51-0,75
2 0,76 — 1,00
2,5 1,01 -1,25
3 1,26 — 1,50
3,5 1,51-1,75
4 >1,76

2.3.2 Statistische Auswertungen

Wie bereits beschrieben setzen sich in diesem Projekt die Stichproben aus vier
unterschiedlichen Tiergruppen zusammen: gesund ND, gesund HFD, ND CIA, HFD
CIA.

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Graph Pad Prism Software (Version
9). Die Auswertung der CIA- und Adipokin-Scores wurde mittels nicht-parametrischen
einfaktoriellen ANOVA mit anschlieBendem Kruskal-Wallis-Vergleichstest und
multiplen Dunns-Vergleichest durchgefiihrt. Der Kruskal-Wallis-Test ermdglichte die
Auswertung von nicht-parametrischen unabhédngigen Stichproben und untersuchte
dabei, ob sich die zentralen Tendenzen der Stichproben unterschieden. Der
anschliefend durchgefiihrte Post-hoc-Test (Dunns-Test) diente der spezifischen
Aufschliisselung von signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Stichproben.
Folglich konnte in diesem Projekt unterschieden werden, inwieweit die untersuchenden
Parameter eher durch metabolische Effekte (ND, HFD) oder durch entzindliche
Faktoren (gesund, CIA) signifikant beeinflusst wurden.

Die serologischen ELISA Messwerte wurden mittels einfaktoriellen ANOVA und
anschlieRendem multiplem Turkeys-Vergleichstest mit einer einzelnen Varianz
ausgewertet. Um mogliche Zusammenhénge zwischen den erhobenen Parametern

innerhalb der Tiergruppen untersuchen zu konnen, erfolgte die Analyse mittels
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einfacher linearer Regressionsanalyse. Ab einem Koeffizienten r2 von > 0,3 konnte von
einem statistischen Zusammenhang ausgegangen werden. Zudem diente die
Korrelationsanalyse nach Spearman der Verifizierung sowie der Quantifizierung der
Starke eines ungerichteten Zusammenhangs zwischen den untersuchten Parametern. Die
Rangkorrelation nach Spearman verminderte zudem durch die Konvertierung der Daten
in Rangpaare den Einfluss von Ausreil3ern. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden
in den Abbildungen wie folgt dargestellt: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001(***), p
< 0,0001(****).
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3. Ergebnisse

3.1 Kdrpergewicht

Die Erhohung des Korpergewichtes diente der Verifizierung der durch die HFD
induzierten Adipositas. Die Messwerte wurden zum Zeitpunkt der Nekropsie 4, 5,5 oder
7 Wochen nach erstmaliger Immunisierung (Tag 0) erhoben.

Betrachtete man zunachst samtliche Zeitpunkte im Uberblick, so fiel auf, dass sowohl
gesunde als auch erkrankte HFD Tiere zu jedem Zeitpunkt ein signifikant hoheres
Korpergewicht im Vergleich zu den ND Tieren aufwiesen (gesund HFD: 4 Wochen p =
0,0054, 5,5 Wochen p = 0,0037, 7 Wochen p = <0,0001; CIA HFD: 4 Wochen p =
0,0039, 5,5 Wochen p = 0,0066, 7 Wochen p = 0,0003). Verglich man die HFD Tiere
untereinander, so hatten gesunde HFD Tiere in allen Zeitpunkten ein hoheres
Korpergewicht als die erkrankten HFD Tiere. Zudem zeigte sich bei gesunden HFD
Tieren im Zeitraum von 55 bis 7 Wochen eine deutliche Gewichtszunahme im
Zeitverlauf (Abbildung 8 und 9). Im Gegensatz dazu kam es bei den erkrankten HFD
Tieren im Zeitraum von 4 bis 5,5 Wochen zu einer leichten Abnahme des Gewichtes.
HFD CIA Tiere wiesen zu allen Zeitpunkten ein héheres Korpergewicht im Vergleich
zu den ND CIA Tieren auf. Interessanterweise hatten HFD CIA Tiere zum 4 Wochen
Zeitpunkt ein deutlich hoheres Gewicht, im Vergleich zu den Tieren der 5- und 7
Wochengruppe (Tabelle 8, 9, 10).
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Abbildung 8: Kdrpergewicht der DBA/1JRj Mause zum Todeszeitpunkt. Insgesamt zeigte sich, dass sowohl
gesunde als auch HFD CIA Tiere zu jedem Zeitpunkt ein signifikant hoheres Kérpergewicht im Vergleich zu
den ND Tieren aufwiesen. Die CIA-Induktion bewirkte bei ND (5,5 Wochen p = 0,0442) und vor allem auch
bei HFD Tieren eine Reduktion des Korpergewichtes im Vergleich zu den gesunden Kontrollgruppen. Diese
Reduktion ist zwischen den HFD Tieren sehr deutlich und zum 5,5- (p = 0,0021) und 7 Wochenzeitpunkt (p =
< 0,0001) hochsignifikant.

Betrachtete man die ND Tiere, so entwickelte sich das Korpergewicht bei gesunden

Tieren Uber den gesamten Zeitraum konstant. Auffallend war, dass ND CIA Tiere, vor

allem 4 und 5,5 Wochen, nach erfolgter Immunisierung ein vermindertes Gewicht als

die gesunden ND Tiere aufwiesen. Dieser Effekt war in der 7 Wochen Gruppe in

abgeschwachter Form ebenfalls erkennbar.
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Abbildung 9: Kérpergewicht der DBA/1JRj Mause als Zeitverlauf tber 4 / 5,5/ 7 Wochen nach Induktion der
CIA (entspricht 10 / 11,5 / 13 Wochen nach Futterungsbeginn). Gesunde und erkrankte ND Tiere zeigten im
Zeitverlauf ein Uberwiegend konstant bleibendes Korpergewicht.
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Tabelle 8: Darstellung des Kérpergewichts [g] der Versuchsgruppen 4 Wochen nach erster Immunisierung.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 4 6 6
Minimum [g] 21,60 17,80 28,00 24,00
25 % Perzentile 22,18 18,33 28,95 24,15
Median [g] 2480 | 20,15 33,75 27,45
75 % Perzentile 26,75 22,50 36,45 30,15
Maximum [g] 27,10 23,10 36,70 32,70
Mittelwert [g] 24,58 20,33 33,05 27,52
Standardabweichung 2,377 2,096 3,975 3,431
Standardfehler des Mittelwertes 1,188 | 0,8558 1,988 1,401

Tabelle 9: Darstellung des Kérpergewichts [g] der Versuchsgruppen 5,5 Wochen nach erster Immunisierung.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 3 5 9
Minimum [g] 23,50 15,40 30,30 22,50
25 % Perzentile 23,50 17,65 30,53 23,40
Median [g] 24,60 21,20 31,90 25,10
75 % Perzentile 26,40 22,10 35,00 27,35
Maximum [g] 26,40 23,40 35,80 27,90
Mittelwert [g] 24,83 20,11 32,48 25,32
Standardabweichung 1,464 2,771 2,410 2,115
Standardfehler des Mittelwertes 0,8452 0,9237 1,205 0,9457

Tabelle 10: Darstellung des Kdérpergewichts [g] der Versuchsgruppen 7 Wochen nach erster Immunisierung.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 4 11 14
Minimum [g] 2360 | 19,40 35,10 20,60
25 % Perzentile 23,63 20,28 35,68 24,00
Median [g] 2410| 21,35 37,75 26,00
75 % Perzentile 25,03 22,80 40,13 27,50
Maximum [g] 2520 | 25,60 40,80 29,80
Mittelwert [g] 2425 | 21,72 37,85 25,65
Standardabweichung 0,7506 1,756 2,347 2,518
Standardfehler des Mittelwertes 0,3753 0,4694 1,174 0,7593
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3.2 Histologische Féarbungen:

3.2.1 Leber-Score

Der Leber-Score diente in Erganzung zum Korpergewicht zur Beurteilung von
metabolischen Veranderungen durch die Adipositas-Induktion (HFD). Mit dem Leber-
Score liel? sich das Ausmal’ der Leberverfettung, also der vermehrten Einlagerung und
Bildung von Fettvakuolen in die Hepatozyten, anhand von histologischen Schnittbildern
in der H/E Farbung, beurteilen (Abbildung 10). Die Ergebnisse des Scores sind grafisch
in Abbildung 11 und 12 dargestellt.

Abbildung 10: Histologische H/E-Farbung der Leber eines gesunden ND (A), erkrankten ND (B), gesunden
HFD (C) und eines erkrankten HFD Tieres (D) in jeweils 100x VergroRerung. Im Leberparenchym lieRen sich
sowohl bei gesunden ND (A) als auch erkrankten ND (B) Tieren Uiberwiegend keine Fettvakuolen erkennen.
Im Gegensatz dazu zeigten gesunde HFD Tiere (C) massive steatohepatische Veranderungen im
Leberparenchym. Es zeigten sich nicht eindeutig abgrenzbare Leberzellgrenzen sowie eine Vielzahl von
Fettvakuolen in den Hepatozyten (im Bild als weif3e VVakuolen erkennbar, Pfeile), welche die HFD induzierten
metabolischen Verénderungen widerspiegelten. Auch bei erkrankten HFD Tieren (D) lie3en sich im Vergleich
zu ND Tieren vermehrt Fettvakuolen erkennen. Das Ausmal} der Leberverfettung war jedoch wesentlich
geringer im Vergleich zu gesunden HFD Tieren.

Betrachtete man zunéchst die Versuchsgruppen 4 Wochen nach Arthritis-Induktion, so
ergab sich, dass gesunde HFD Tiere eine massive Leberverfettung aufwiesen und diese
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im Vergleich zu der gesunden ND Gruppe signifikant erhoht war (p = 0,0436). Dieser
Effekt zeigte sich ebenfalls in der 5,5 Wochen Gruppe (p = 0,0425). Interessanterweise
wiesen HFD CIA Tiere 4 Wochen nach Immunisierung nur eine geringftigig erhohte
Leberverfettung im Vergleich zu ND Tieren auf. Diese nahm jedoch in der 5,5 Wochen
Gruppe zu, sodass es hier zu einem Anstieg der Leberverfettung der HFD CIA Tiere im
Vergleich zur ND CIA Gruppe kam.

Verglich man die HFD Tiere untereinander, so zeigte sich, dass die Arthritis-Induktion
eine Abnahme der Leberverfettung trotz hochkalorischer Diét in der 4 und 5,5 Wochen
Gruppe zur Folge hatte. Dieser Effekt lieR sich jedoch nicht auf die ND Tiere
ubertragen. Sowohl gesunde ND als auch erkrankte ND Tiere zeigten im Verlauf einen
uberwiegend konstanten Grad der Leberverfettung 4 und 5,5 Wochen nach
Immunisierung (Tabelle 11, 12).
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Abbildung 11: Leber-Score der DBA/1JRj Mause. Die HFD-Induktion bewirkte vor allem bei gesunden HFD
Tieren und zu den ersten beiden Wochenzeitpunkten eine signifikante Zunahme der Leberverfettung im
Vergleich zu gesunden ND Tieren (4 Wochen p = 0,0436; 5,5 Wochen p = 0,0425) . Die Induktion der Arthritis
flhrt zu einer Abnahme der Leberverfettung bei HFD Tieren (4 Wochen p = 0,0375) und in geringem Mafe
auch bei ND Tieren zum 4 und 7 Wochenzeitpunkt.

Auffallend war, dass sich die Datenlage in der 7 Wochen Gruppe heterogener, im
Vergleich zu den vorherigen Wochengruppen, darstellte (Tabelle 13). Samtliche
Tiergruppen wiesen hier im Durchschnitt eine Zunahme der Leberverfettung auf, jedoch
waren die Score Werte der einzelnen Tiere duBerst volatil. Die in den vorangegangenen

Gruppen sichtbare Tendenz, liel3 sich trotz Datenstreuung erkennen. So zeigten auch in
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der 7 Wochen Gruppe erkrankte und vor allem gesunde HFD Tiere eine erhohte

Leberverfettung im Vergleich zu den ND Tieren. Zudem bewirkte die CIA-Induktion

bei HFD Tieren eine Abnahme des Scores.
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Abbildung 12: Leber-Score der DBA/1JRj Méause im Zeitverlauf. Auffallend war hier die deutliche Zunahme
der Leberverfettung zum 7 Wochen Zeitpunkt in allen Gruppen. AuRerdem zeigten sowohl ND als auch HFD
CIA Tiere eine kontinuierliche Zunahme des Leber-Scores (ND CIA von 4 bis 7 Wochen p = 0,0103; HFD CIA

von 4 bis 7 Wochen p = 0,0207).

Tabelle 11: Darstellung des Leber-Scores der Versuchsgruppen 4 Wochen nach erster Immunisierung.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 6 4 6
Minimum [g] 1,000 1,000 4,000 1,000
25 % Perzentile 1,000 1,000 4,000 1,000
Median [g] 1,000 1,000 4,000 1,000
75 % Perzentile 1,750 1,000 4,000 2,000
Maximum [g] 2,000 1,000 4,000 2,000
Mittelwert [g] 1,250 1,000 4,000 1,333
Standardabweichung 0,5000 0,0 0,0 0,5164
Standardfehler des Mittelwertes 0,2500 0,0 0,0 0,2108
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Tabelle 12: Darstellung des Leber-Scores der Versuchsgruppen 5,5 Wochen nach erster Immunisierung.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 3 9 4 5}
Minimum [g] 1,000 1,000 2,000 1,000
25 % Perzentile 1,000 1,000 2,000 1,000
Median [g] 1,000 1,000 2,000 2,000
75 % Perzentile 1,000 1,500 2,750 2,000
Maximum [g] 1,000 2,000 3,000 2,000
Mittelwert [g] 1,000 1,222 2,250 1,600
Standardabweichung 0,0 0,4410 0,5000 0,5477
Standardfehler des Mittelwertes 0,0 0,1470 0,2500 0,2449

Tabelle 13: Darstellung des Leber-Scores der Versuchsgruppen 7 Wochen nach erster Immunisierung.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 14 4 11
Minimum [g] 2,000 1,000 3,000 1,000
25 % Perzentile 2,250 1,000 3,250 2,000
Median [g] 3,000 2,000 4,000 2,000
75 % Perzentile 3,750 4,000 4,000 3,000
Maximum [g] 4,000 4,000 4,000 4,000
Mittelwert [g] 3,000 2,429 3,750 2,455
Standardabweichung 0,8165 1,223 0,5000 0,8202
Standardfehler des Mittelwertes 0,4082 | 0,3267 0,2500 0,2473

3.2.2. CLS-Score

Mithilfe der Toluidinblau-Farbung des Fettgewebes lielen sich einerseits Riickschliisse
auf die Verteilung und Morphologie der Adipozyten ziehen und andererseits durch das
Vorhandensein und die Anzahl invadierter Makrophagen (CLS) eine Aussage Uber den
Entzindungszustand des Fettgewebes treffen (Abbildung 14). Um das Auftreten von
CLS zu quantifizieren wurde im CLS-Score die Anzahl der CLS zur Gesamtzahl der

Adipozyten ins Verhéltnis gesetzt und als Quotient berechnet.
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Betrachtete man zunéchst morphologisch die GroRRe und Verteilung der Adipozyten bei
gesunden HFD Tieren, so fiel auf, dass diese im Vergleich zu den ND Tieren deutlich
hypertroph waren (Abbildung 13).

A

Abbildung 13: Toluidinblau-Farbung des Fettgewebes eines gesunden HFD Tieres (A) und eines gesunden ND
Tieres (B). Beide Abbildungen sind in 100x VergroRerung dargestellt. Verglich man A und B, so waren die
Adipozyten der HFD Tiere, im Vergleich zu den ND Tieren, hypertroph (Pfeile) und in ihrer Anzahl
vermindert.

Die Anzahl der CLS unterschied sich zwischen HFD und ND Tieren deutlich
(Abbildung 15, 16). Zudem fiel auf, dass vor allem ND CIA Tiere eine signifikant
héhere Anzahl von CLS gegenlber der gesunden ND Kontrollgruppe (4 Wochen p =
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0,0005, 5,5 Wochen p = 0,0043, 7 Wochen p = 0,0135) sowie der HFD CIA Gruppe
aufwiesen (zum 4 Wochen Zeitpunkt signifikant, p = 0,0377). Interessanterweise nahm
die CLS Anzahl bei den ND CIA Tieren im Zeitverlauf kontinuierlich signifikant ab
und nadherte sich zum 7 Wochen Zeitpunkt dem Niveau der gesunden und erkrankten
HFD Tiere an (Abbildung 16). Innerhalb der gesunden ND Tiere blieb die CLS Anzahl

uber den gesamten Zeitverlauf auf einem konstant niedrigen Niveau.

A

Abbildung 14: Toluidinblau-Férbung des Fettgewebes eines gesunden ND (A) und eines erkrankten ND Tieres
(B) in jeweils 100x VergroRerung. Auffallend war die Vielzahl invadierender Makrophagen im Fettgewebe des
erkrankten ND Tieres, die sich kronenformig um die Adipozyten legen und daher als ,,crown-like structures
bezeichnet werden (Pfeile).

45



4 Wochen 5,5 Wochen 7 Wochen

S ] S o] = X o ——

o o o

Q Q [

3k L 6 S 6]

o o o

s 4] s 47 e 47 .o

i~ o o

i R Ia T3 I ¥a)

(1)} (1)) ) 4

:I) 0 ” T T T ZI) 0 % T T T d 0'%I_I_
KPS N KN KPR N
& o gooo o °’°0° o 9000

DRSNS D SR RSN

e.0 QO ‘\0 Q0 Q QO

> & Sd

Abbildung 15: CLS-Score der Versuchsgruppen, in dem die prozentuale Anzahl aller CLS im Vergleich zur
Gesamtzahl der Adipozyten in einem bestimmten Gesichtsfeld dargestellt wurde. Auffallend war hier die zu
allen Zeitpunkten signifikante Erhohung des CLS-Scores der ND CIA Tiere, im Vergleich zu der gesunden ND
Kontrollgruppe. Zudem war die CLS Anzahl der ND CIA Tiere zum 4 Wochen Zeitpunkt signifikant héher
als die der HFD CIA Tiere (p = 0,0377).

Im Gegensatz zu den ND CIA Tieren, hielte sich die Anzahl der CLS bei den HFD CIA
Tieren Uber den Zeitverlauf vergleichsweise konstant. Bei den gesunden HFD Tieren
kam es zum 5,5 Wochen Zeitpunkt zu einer signifikanten Reduktion der CLS (p =
0,0324) die jedoch 7 Wochen nach Immunisierung wieder leicht zunahm. Die HFD-
Induktion bei gesunden Tieren bewirkte zu allen Zeitpunkten eine Zunahme der
invadierenden Makrophagen im Vergleich zu den gesunden ND Tieren (Tabelle 14, 15,
16).
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Abbildung 16: CLS-Score der Versuchsgruppen im Zeitverlauf. Interessanterweise kam es bei den ND CIA
Tieren zu einer kontinuierlichen, signifikanten Abnahme der CLS Anzahl Uber den Zeitverlauf (4 bis 7
Wochen p = 0,0001, 5,5 bis 7 Wochen p = 0,0018). Im Gegensatz dazu blieb der CLS-Score bei HFD CIA
Tieren auf einem konstanten Niveau, dass mit den gesunden HFD Tieren vergleichbar war. ND gesunde Tiere
zeigten nur eine geringe CLS Anzahl im Vergleich zur gesunden HFD Gruppe.

Tabelle 14: Darstellung des CLS-Scores der Versuchsgruppen 4 Wochen nach erster Immunisierung.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 6 4 6
Minimum [g] 0,4100 7,910 1,650 1,110
25 % Perzentile 0,4175 7,925 1,943 1,298
Median [g] 0,4550 8,050 2,840 2,345
75 % Perzentile 0,4850 8,323 2,935 2,650
Maximum [g] 0,4900 8,510 2,960 2,710
Mittelwert [g] 0,4525 8,118 2,573 2,083
Standardabweichung 0,0350 0,2289 0,6178 0,6802
Standardfehler des Mittelwertes 0,0175 | 0,09343 0,3089 0,2777
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Tabelle 15: Darstellung des CLS-Scores der Versuchsgruppen 5,5 Wochen nach erster Immunisierung.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 3 9 4 5
Minimum [g] 0,0 3,130 0,5200 1,100
25 % Perzentile 0,0 3,795 0,5775 1,275
Median [g] 0,6100 4,600 1,115 1,770
75 % Perzentile 0,8900 4,940 1,593 2,425
Maximum [g] 0,8900 10,33 1,630 2,560
Mittelwert [g] 0,5000 4,971 1,095 1,834
Standardabweichung 0,4551 2,124 0,5429 0,5969
Standardfehler des Mittelwertes 0,2627 | 0,7079 0,2714 0,2670

Tabelle 16: Darstellung des CLS-Scores der Versuchsgruppen 7 Wochen nach erster Immunisierung.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 14 4 11
Minimum [g] 0,0| 0,5800 1,260 0,8500
25 % Perzentile 0,0675 1,350 1,270 1,040
Median [g] 0,3150 | 1,770 1,555 1,890
75 % Perzentile 0,3600 2,200 1,930 2,160
Maximum [g] 0,3600 2,700 1,970 3,230
Mittelwert [g] 0,2475 1,736 1,585 1,833
Standardabweichung 0,1704 0,6320 0,3586 0,8088
Standardfehler des Mittelwertes 0,08518 0,1689 0,1793 0,2439

3.3.3 Auswertung und Entwicklung eines histologischen CIA-Scores

Um neben den metabolischen Veranderungen auch entzindliche Prozesse im Gelenk
néher analysieren zu kénnen, wurden anhand von verfligbaren H/E- und Safranin-O
Farbungen histologischer Schnittbilder des murinen Kniegelenks (Abbildung 17, 19),
das AusmaB inflammatorischer Prozesse und der damit einhergehenden
Gelenkdestruktion, anhand eines fir diese Arbeit definierten Scores beurteilt (Tabelle 3-
5). Von den insgesamt 50 CIA Tieren zeigten 9 Tiere nur sehr geringe entzlindliche
Gelenkverdnderungen. Interessanterweise wiesen die Ubrigen 41 Tiere Uberwiegend
starke Entzlindungsreaktionen und folglich hohe CIA-Scores auf. Die Scores sind in
Abbildung 21 und 22 dargestellt.
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Abbildung 17: Histologische Ubersichtsfarbung (H/E) des Kniegelenkes eines gesunden ND Tieres zum 5,5

Wochen Zeitpunkt. Darstellung des Meniskus (M) sowie der Knorpeloberflachen des hyalinen Knorpels
(Pfeile).

Betrachtete man zunéchst gesunde und erkrankte Tiere unabhéngig von der Diat, so fiel
auf, dass bei gesunden Tieren zu allen Zeitpunkten keine inflammatorischen Prozesse
im Gelenk zu sehen waren. Im Gegensatz dazu zeigten die CIA Tiere, vor allem 5,5
Wochen nach erster Immunisierung eine sehr starke Gelenkentziindung, mit
entsprechender Destruktion von Knorpel und Knochen, Zellinfiltrationen in Meniskus
und Knorpel sowie eine stark hyperplastische Deckzellschicht (Abbildung 18, 20).
Diese entzlindlichen Veranderungen aller CIA Tiere lieBen sich, bis auf einen

Zeitpunkt, immer signifikant von den gesunden Tieren unterscheiden.

Abbildung 18: Histologische Ubersichtsfarbung (H/E) eines HFD CIA Tieres 7 Wochen nach erster
Immunisierung.
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Abbildung 19: Darstellung des Kniegelenks eines gesundes ND Tieres zum 5,5 Wochenzeitpunkt (A, B).
VergrofRerung des Meniskus (a). Der Meniskus (M) ist deutlich abgrenzbar, die Knorpeloberflachen (K) zeigen
sich intakt und es sind keine infiltrierenden Zellen im Faserknorpel zu erkennen. Die Pfeile zeigen auf die
Deckzellschicht, die sich hier nicht hochgradig proliferiert und nicht hyperplastisch zeigt. Der Zustand des
Gelenkknorpelgewebes ist in der VergrofRerung (b) dargestellt und lasst sich als intakt, kontinuierlich und
eindeutig abgrenzbar beschreiben.

4 Wochen nach erstmaliger Immunisierung stellten sich die Scores der CIA Tiere
unabhéngig von diatetischen Einfllissen sehr variabel dar. So gab es zu diesem
Zeitpunkt bereits einige Tiere, die starke entziindliche Verénderungen in den Gelenken
aufwiesen. Bei der Mehrzahl der Tiere lieen sich jedoch nur moderate, bei einigen
sogar keine Entzlindungsvorgange beobachten. Letzteres zeigte sich vor allem fiir ND
CIA Tiere, da innerhalb jener Gruppe der histologische Gelenkzustand bei drei Tieren
mit jeweils null Punkten bewertet wurde. Durch die Adipositas-Induktion kam es bei
HFD CIA Tieren zu den 4 Wochenzeitpunkten insgesamt betrachtet zu stérkeren

Entziindungsreaktionen, im Vergleich zu ND CIA Tieren (Tabelle 17).
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Abbildung 20: Darstellung eines kranken HFD Tieres zum 7 Wochenzeitpunkt. In den Abbildungen werden
exemplarisch die entziindlichen Verénderungen in Meniskus (a), Knorpel (b) und Deckzellschicht (c) deutlich,
die die Grundlage des CIA-Scores (Gelenk-Scores) darstellten. Charakteristisch fur die starke
Gelenkentziindung zeigte sich eine massive Zellinfiltration in den Meniskus (a), wodurch nur noch
geringfiigige Knorpelbestandteile (m) zu erkennen waren. Auch in der oberflachlichen Knorpelschicht des
Gelenkknorpels (b) kam es durch die inflammatorischen Prozesse zu multiplen Destruktionen, die
Knorpelschicht (k) wirkte diskontinuierlich, teilweise ,Jlochrig® und aufgeraut. Es stellten sich zudem multiple
Zellinfiltrationen dar (Pfeile). AuRerdem kam es zu einer stark hyperplastischen Verdnderung (D) der
Deckzellschicht (c). Insgesamt lieR sich zudem eine Abnahme Knochensubstanz beobachten.
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5,5 Wochen nach der Immunisierung zeigten sich sowohl in der erkrankten HFD als
auch in der erkrankten ND Gruppe bei fast allen Tieren sehr starke entziindliche
Gelenkverénderungen mit entsprechend hohen Scores. Interessanterweise ndherten sich
die Werte von HFD und ND CIA Tieren an. Letztere wiesen lediglich eine geringfigig
hohere Entziindungsaktivitat auf.

7 Wochen nach CIlA-Induktion kam es in beiden CIA Gruppen zu einer leichten
Abnahme der Inflammation, was sich in leicht verminderten Scores widerspiegelte
. Zu diesem Zeitpunkt lieR sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen HFD
und ND Tieren erkennen, jedoch kam es bei ND CIA Tieren zu einer geringfiigig

starkeren Abnahme der Entziindungsintensitat (Abbildung 21, 22).
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Abbildung 21: Darstellung des histologischen Gelenk-Scores (ClIA-Score) der Versuchsgruppen. Gesunde
Tiere zeigten sowohl bei HFD als auch bei ND keine Entziindungsaktivitat. Im Gegensatz dazu kam es bei den
CIA Tieren, vor allem 55 Wochen nach erstmaliger Immunisierung zu starken inflammatorischen
Gelenkveranderungen (4 Wochen: HFD p = 0,0228, 5,5 Wochen: ND p = 0,0451; HFD p = 0,0474, 7 Wochen:
ND p = 0,0080; HFD p = 0,0128). Interessanterweise zeigten HFD CIA Tiere zum 4 Wochenzeitpunkt einen
deutlich héheren Gelenk-Score im Vergleich zu den ND CIA Tieren. In den beiden folgenden Zeitstadien
zeigten sich jedoch nur noch geringfiigige Unterschiede zwischen den CIA Tieren.

Interessanterweise zeigte sich bei ND CIA eine signifikante Zunahme (ausgehend von
der 4 Wochen Gruppe) des Gelenk-Scores im Zeitverlauf (p = 0,0108, Abbildung 22).
Dieser starke Anstieg 5,5 Wochen nach Immunisierung liel3 sich bei den HFD CIA

Tieren jedoch in diesem MalRe nicht erkennen (Tabelle 18). Hier kam es zu einem
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moderateren Anstieg, bei vergleichsweise hoherer Entziindungsaktivitat in der 4
Wochen Gruppe. Interessanterweise kam es bei ND CIA Tieren 7 Wochen nach
erfolgter Immunisierung zu einer deutlich stirkeren Abnahme des Gelenk-Scores
verglichen mit den HFD CIA Tieren (Tabelle 19).
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Abbildung 22: Gelenk-Score (CIA-Score) der Versuchsgruppen im Zeitverlauf. Gesunde Tiere zeigten Uber
den gesamten Zeitverlauf keine Entziindungsaktivitat. Bei den CIA Tieren kam bis zum 5,5 Wochenzeitpunkt
zu einem deutlichen Anstieg des Scores, bei den ND CIA Tieren signifikant (4 Wochen ND CIA p = 0,0108, 5,5
Wochen ND CIA p = 0,0076). Interessanterweise war die Krankheitsremission bei ND CIA Tieren zum 7
Wochenzeitpunkt starker ausgepragt.

Tabelle 17: Gelenk-Score der Versuchsgruppen 4 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
4 Wochen 4 6 4 6
Tieranzahl pro Gruppe 0,0 0,0 0,0 1,000
Minimum [g] 0,0 0,0 0,0 2,500
25 % Perzentile 0,0 0,5000 0,0 4,500
Median [g] 0,0 5,500 0,0 7,250
75 % Perzentile 0,0 7,000 0,0 8,000
Maximum [g] 0,0 2,167 0,0 4,667
Mittelwert [g] 0,0 3,061 0,0 2,582
Standardabweichung 0,0 1,249 0,0 1,054
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Tabelle 18: Gelenk-Score der Versuchsgruppen 5,5 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 3 9 4 5}
Minimum [g] 0,0 1,000 0,0 1,000
25 % Perzentile 0,0 8,000 0,0 4,500
Median [g] 0,0 9,000 0,0 9,000
75 % Perzentile 0,0 9,000 0,0 9,000
Maximum [g] 0,0 9,000 0,0 9,000
Mittelwert [g] 0,0 7,778 0,0 7,200
Standardabweichung 0,0 2,587 0,0 3,493
Standardfehler des Mittelwertes 0,0 0,8625 0,0 1,562
Tabelle 19: Gelenk-Score der Versuchsgruppen 7 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 14 4 11
Minimum [g] 0,0 1,000 0,0 2,000
25 % Perzentile 0,0 3,500 0,0 6,000
Median [g] 0,0 9,000 0,0 9,000
75 % Perzentile 0,0 9,000 0,0 9,000
Maximum [g] 0,0 9,000 0,0 9,000
Mittelwert [g] 0,0 6,857 0,0 7,182
Standardabweichung 0,0 3,302 0,0 2,562
Standardfehler des Mittelwertes 0,0 0,8824 0,0 0,7725
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3.3 Immunhistologische Farbungen

3.3.1 Leptin

Mithilfe von immunhistologischen Féarbungen lieR sich eine Aussage (ber das
Vorhandensein und die Quantitdt Adipokin exprimierender Zellen im lokalen Gelenk
treffen. Um die Expression zu quantifizieren, wurden histologische Schnittbilder anhand
eines Scores, wie in Methoden unter 2.3.1 und in Tabelle 6 und 7 dargestellt, beurteilt

(Abbildung 23, 24). Der maximal erreichbare Score fir die Farbung ist 8.

Abbildung 23: Immunhistologische Farbung des Kniegelenks eines gesunden HFD (A) und eines gesunden ND
Tieres (B). Anhand der jeweiligen VergroRerungen (a, b) lieRen sich angefarbte, Leptin exprimierende Zellen
in Meniskus (M) und im Gelenkknorpel (Pfeile) erkennen. Verglich man beide VergrdRerungen miteinander
(a, b), so wiesen gesunde HFD Tiere (a) deutlich mehr Leptin exprimierende Zellen auf, als gesunde ND Tiere

(b).

Betrachtete man zunédchst die Expression von Leptin, Visfatin und Adiponektin im
Vergleich, so fiel auf, dass die Expression von Leptin am starksten ausgepragt war, was
sich ebenfalls in den Scores widerspiegelte. Der Leptin-Score ist in Abbildung 25 und
26 dargestellt.
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4 Wochen nach erstmaliger Immunisierung wiesen gesunde HFD Tiere vermehrt Leptin
positive Zellen, im Vergleich zur gesunden ND Gruppe auf. GleichermalRen war auch
die Expression bei HFD CIA Tieren im Vergleich zu ND CIA Tieren erhoht.

In der 55 Wochen Gruppe waren keine Unterschiede hinsichtlich lokaler Leptin-
Expression zwischen gesunden und erkrankten ND Tieren erkennbar. Wie bereits in der
4 Wochen Gruppe, hatten gesunde HFD Tieren hohere Leptin-Scores als gesunde ND
Tiere (Abbildung 23). Interessanterweise kam es durch die CIA-Induktion bei HFD
Tieren zu einer signifikanten Abnahme des Scores, im Vergleich zu gesunden HFD
Kontrollgruppe (p = 0,0368, Tabelle 20, 21).

Zum Zeitpunkt Woche 7 zeigten sich erstmals Unterschiede zwischen gesunden und
erkrankten ND Tieren (Tabelle 22). Letztere wiesen, wie bei HFD CIA Tieren, eine
Reduktion der Leptin-Expression auf. In der HFD CIA Gruppe war diese Reduktion
signifikant (p = 0,0051). Lediglich gesunde ND und HFD Tiere zeigten Uber den

gesamten Zeitraum konstante Werte. Hier lieR sich vor allem die regelmalig erhohte

Expression bei HFD Tieren im Vergleich zu ND Tieren hervorheben.

Abbildung 24: Immunhistologische Farbung des Kniegelenks eines erkrankten HFD (A) und eines erkrankten
ND Tieres (B). Anhand der jeweiligen VergroRerungen (a, b) lieRen sich angeférbte, Leptin exprimierende
Zellen in Meniskus (M) und im Gelenkknorpel (Pfeile) erkennen. Hyperplastische Deckzellschicht (D).
Verglich man beide VergroRerungen miteinander (a, b), so wiesen erkrankte ND Tiere (b) weniger Leptin
exprimierende Zellen auf, als erkrankte HFD Tiere (a).
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Abbildung 25: Leptin-Score der Versuchsgruppen. Anhand des Scores liel3 sich die Expression von Leptin im
Gelenk quantifizieren. Interessanterweise bewirkte die ClIA-Induktion vor allem bei HFD Tieren 5,5 und 7
Wochen nach erstmaliger Immunisierung eine signifikante Reduktion der Leptin Expression im Gelenk (5,5
Wochen HFD p = 0,0368, 7 Wochen HFD p = 0,0051). Bei ND CIA Tieren war dieser Effekt lediglich in
abgeschwachter Form zum 7 Wochenzeitpunkt erkennbar.
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Abbildung 26: Leptin-Score der Versuchsgruppen im Zeitverlauf. Die Leptin-Expression der gesunden
Kontrollgruppen nahm tber den Zeitraum, vor allem bei HFD Tieren konstant zu. AuRerdem wiesen gesunde
HFD Tiere zu jedem Zeitpunkt mehr Leptin exprimierende Zellen, im Vergleich zu gesunden ND Tieren, auf.
Die CIlA-Induktion fuhrte bei HFD Tieren zu einer signifikanten Abnahme der Leptin-Expression im
Zeitverlauf (4 bis 5,5 Wochen p = 0,0446, 4 bis 7 Wochen p = 0,0076).
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Tabelle 20: Leptin-Score der Versuchsgruppen 4 Wochen nach erster Immunisierung.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 6 4 6
Minimum [g] 3,500 2,500 3,000 4,000
25 % Perzentile 3,625 2,875 3,500 4,000
Median [g] 4,250 3,500 5,250 5,250
75 % Perzentile 4,500 4,750 6,250 6,000
Maximum [g] 4,500 7,000 6,500 6,000
Mittelwert [g] 4,125 3,917 5,000 5,083
Standardabweichung 0,4787 1,625 1,472 0,9174
Standardfehler des Mittelwertes 0,2394 | 0,6635 0,7360 0,3745
Tabelle 21: Leptin-Score der Versuchsgruppen 5,5 Wochen nach erster Immunisierung.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 3 9 4 5
Minimum [g] 3,500 2,000 4,500 1,500
25 % Perzentile 3,500 3,500 4,625 2,000
Median [g] 4,000 3,500 5,250 3,000
75 % Perzentile 5,000 5,500 5,875 3,750
Maximum [g] 5,000 6,500 6,000 4,000
Mittelwert [g] 4,167 4,111 5,250 2,900
Standardabweichung 0,7638 1,431 0,6455 0,9618
Standardfehler des Mittelwertes 0,4410 | 0,4771 0,3227 0,4301
Tabelle 22: Leptin-Score der Versuchsgruppen 7 Wochen nach erster Immunisierung.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 14 4 11
Minimum [g] 4,000 1,500 5,000 1,000
25 % Perzentile 4,125 2,875 5,000 1,500
Median [g] 4,500 3,500 5,250 3,000
75 % Perzentile 4,875 4,500 6,250 4,000
Maximum [g] 5,000 5,500 6,500 5,000
Mittelwert [g] 4,500 3,643 5,500 2,909
Standardabweichung 0,4082 1,247 0,7071 1,221
Standardfehler des Mittelwertes 0,2041 | 10,3333 0,3536 0,3682
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3.3.2 Visfatin

Die Beurteilung der Visfatin-Expression im Gelenk erfolgte, wie bei den anderen
untersuchten Adipokinen, anhand des Visfatin-Scores, wie in Tabelle 6 und 7
beschrieben. Der Score ist in Abbildung 29 und in Abbildung 30 als Zeitverlauf
dargestellt.
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Abbildung 27: Immunbhistologische Farbung des Kniegelenkes eines gesunden ND (A) und eines gesunden
HFD Tieres (B). Anhand der jeweiligen VergréfRerungen (a, b) lieRen sich angeféarbte, Visfatin exprimierende
Zellen in Meniskus (M) und im Gelenkknorpel (Pfeile) erkennen. In beiden VergréfRerungen (a, b) lie3en sich
einige angefarbte Zellen erkennen, jedoch zeigten sich keine Unterschiede zwischen gesunden ND (a) und HFD
(b) Tieren.

Insgesamt betrachtet, zeigte sich die Visfatin-Expression der gesunden Kontrollgruppen
uberwiegend konstant und unterlag nur geringfligigen Schwankungen. Zwischen den
gesunden HFD und ND Tieren zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
(Abbildung 27). Im Gegensatz dazu lieR sich bei den erkrankten HFD Tieren zum 4
Wochenzeitpunkt eine signifikant hohere Visfatin-Expression, im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe sowie zur ND CIA Gruppe feststellen (4 Wochen: HFD p =
0,0289, ND CIA p = 0,0365, Abbildung 28). Es zeigte sich jedoch, dass nach 5,5
Wochen die Anzahl Visfatin exprimierender Zellen bei HFD CIA Tieren wieder

signifikant abnahm (p = 0,0304, Tabelle 23, 24). Interessanterweise kam es bei den ND
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CIA Tieren zunéchst zu einer leichten Zunahme von lokalem Visfatin, die jedoch 7
Wochen nach Immunisierung, wie bei HFD CIA Tieren, signifikant abnahm (p =
0,0491). Diese Kinetik wird durch die zeitliche Darstellung des Scores sehr deutlich
(Abbildung 30). Auffallend ist, dass diese Kinetik schon bei der Quantifizierung des
Leptins zu sehen war (Abbildung 26). Vergleichbar mit Leptin, kam es vor allem bei
den HFD Tieren 5,5 und 7 Wochen nach erfolgter Immunisierung zu einer signifikanten
Abnahme der Adipokin-Expression. Gleichermalien zeigte sich bei ND CIA Tieren

zundchst eine leichte Zunahme nach 5,5 Wochen, die jedoch zum 7 Wochen Zeitpunkt
signifikant abnahm (Tabelle 25).

Abbildung 28: Immunhistologische Farbung des Kniegelenkes eines erkrankten ND (A) und eines erkrankten
HFD Tieres (B). Anhand der jeweiligen VergroRerungen (a, b) lieRen sich angefarbte, Visfatin exprimierende
Zellen in Meniskus (Meniskus) und im Gelenkknorpel (Pfeile) darstellen. Hyperplastische Deckzellschicht (D).
In beiden VergroRerungen (a, b) waren viele angeférbte Zellen zu erkennen, jedoch zeigten HFD CIA Tiere
(B, b) wesentlich mehr Visfatin exprimierende Zellen.
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Abbildung 29: Visfatin-Score der Versuchsgruppen, der die lokale Visfatin-Expression im Gelenk
veranschaulicht. Auffallend war hier die hohe Visfatin-Expression bei HFD CIA Tieren zum 4
Wochenzeitpunkt, die im weiteren Zeitverlauf signifikant abnahm (4 bis 5,5 Wochen p = 0,0304, 4 bis 7
Wochen p = 0,0014).
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Abbildung 30: Visfatin-Score der Versuchsgruppen im Zeitverlauf. Zwischen den gesunden Kontrollgruppen
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, die jeweiligen Score Werte blieben Uber den
gesamten Zeitverlauf Uberwiegend konstant. Interessanterweise kam es bei den ND CIA Tieren nach 5,5
Wochen zu einem leichten Anstieg der Visfatin-Expression, die jedoch zum 7 Wochenzeitpunkt signifikant
abnahm (p = 0,0491). Die héchste Visfatin-Expression wiesen HFD CIA Tiere 4 Wochen nach erstmaliger

Immunisierung auf.
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Tabelle 23: Visfatin-Score der Versuchsgruppen 4 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 6 4 6
Minimum [g] 1,500 1,000 1,000 3,000
25 % Perzentile 1,625 1,375 1,250 3,375
Median [g] 2,250 1,750 2,000 4,500
75 % Perzentile 2,875 3,125 2,000 5,625
Maximum [g] 3,000 3,500 2,000 6,000
Mittelwert [g] 2,250 2,083 1,750 4,500
Standardabweichung 0,6455 | 0,9704 0,5000 1,304
Standardfehler des Mittelwertes 0,3227 | 10,3962 0,2500 0,5323
Tabelle 24: Visfatin-Score 5,5 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 3 9 4 5
Minimum [g] 1,500 1,500 1,500 0,5000
25 % Perzentile 1,500 1,750 1,625 0,7500
Median [g] 2,500 2,500 2,250 1,500
75 % Perzentile 3,500 4,250 2,500 2,500
Maximum [g] 3,500 4,500 2,500 3,000
Mittelwert [g] 2,500 3,000 2,125 1,600
Standardabweichung 1,000 1,250 0,4787 0,9618
Standardfehler des Mittelwertes 0,5774 | 0,4167 0,2394 0,4301
Tabelle 25: Visfatin-Score 7 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 14 4 11
Minimum [g] 1,000 | 10,5000 1,000 0,5000
25 % Perzentile 1,125 1,500 1,000 1,000
Median [g] 1,750 1,500 1,500 1,500
75 % Perzentile 3,500 2,125 2,375 1,500
Maximum [g] 4,000 3,000 2,500 2,500
Mittelwert [g] 2,125 1,750 1,625 1,318
Standardabweichung 1,315 | 0,6430 0,7500 0,5600
Standardfehler des Mittelwertes 0,6575| 0,1719 0,3750 0,1689
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3.3.3 Adiponektin

Die Adiponektin-Expression im Gelenk wurde, wie bei den vorherigen Adipokinen,

mithilfe des Adipokin-Scores (Tabelle 6 und 7) quantifiziert. Der Score ist in Abbildung

33 und Abbildung 34 als Zeitverlauf dargestellt.

A

a

Abbildung 31: Immunhistologische Farbung des Kniegelenks eines gesunden ND (A) und eines gesunden
HFD Tieres (B). Anhand der jeweiligen VergroRerungen (a, b) lieRen sich angefarbte, Adiponektin
exprimierende Zellen in Meniskus (M) und im Gelenkknorpel (Pfeil) erkennen. In beiden VergroéRerungen
(a, b) waren nur wenige angefarbte Zellen erkennen. Zwischen gesunden ND und HFD Tieren lieRen sich

keine signifikanten Unterschiede erkennen.

Die lokale Adiponektin-Expression war im Vergleich zur Leptin und Visfatin-

Expression vor allem bei gesunden Tieren am geringsten ausgepragt, was sich in den

insgesamt niedrigen Score Werten widerspiegelte (Abbildung 31). Auffallend war

jedoch, dass durch die Adiponektin Farbung, Bindegewebe am Meniskus Ursprung

Uberwiegend stark angefarbt war, was sich am deutlichsten bei CIA Tieren zeigte

(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Immunhistologische Farbung des Kniegelenkes eines erkrankten ND (A) und eines erkrankten
HFD Tieres (B) 4 Wochen nach erstmaliger Immunisierung. Anhand der jeweiligen VergroRerungen (a, b)
lieBen sich angefarbte, Adiponektin exprimierende Zellen in Meniskus (M) und im Gelenkknorpel (Pfeile)
erkennen. HFD CIA Tiere zeigten deutlich mehr Adiponektin exprimierende Zellen (b), im Vergleich zu ND
CIA Tieren (a). AuBerdem fiel auf, dass sowohl bei ND als auch HFD CIA Tieren das Bindegewebe am
Meniskus Ursprung (BG) wesentlich stérker angefarbt war, in Relation zu gesunden Tieren (Abbildung 26).

Betrachtete man zundchst die gesunden Kontrollgruppen, so zeigten sich zwischen
gesunden HFD und ND Tieren keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich lokaler
Adiponektin-Expression. Gleichermafen zeigten gesunde Tiere Uber den gesamten
Zeitverlauf konstant niedrige Scores (Abbildung 34).

Interessanterweise wiesen, wie bei Leptin und Visfatin, HFD CIA Tiere zum 4
Wochenzeitpunkt eine signifikant hoéhere Adiponektin-Expression, in Relation zu
gesunden HFD Tieren (p = 0,0129) sowie zu ND CIA Tieren auf (p = 0,0437, Tabelle
26, 27, 28). Zudem nahm uber den Zeitverlauf der Adiponektin-Score bei HFD CIA
Tieren signifikant ab (4 bis 7 Wochen p = 0,0010). Auch ND CIA Tieren zeigten wie
bei Leptin und Visfatin, zunachst 5,5 Wochen nach Immunisierung eine leichte
Zunahme und schlieBlich zum letzten Zeitpunkt eine Abnahme der Adiponektin-
Expression (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Adiponektin-Score der Versuchsgruppen zur Beurteilung lokaler Adiponektin-Expression im
Gelenk. Interessanterweise wiesen HFD CIA Tiere zum 4 Wochenzeitpunkt signifikant hthere Score Werte als
gesunde HFD (p = 0,0129) und erkrankte ND Tiere auf (p = 0,0437). ND CIA Tiere zeigten 5,5 Wochen nach
erstmaliger Immunisierung eine leichte Zunahme, die jedoch wieder zum 7 Wochenzeitpunkt abnahm.
Insgesamt betrachtet, ergaben die Auswertungen bei Adiponektin den geringsten Grad an lokaler Expression,

im Vergleich zu Leptin und Visfatin.
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Abbildung 34: Adiponektin-Score der Versuchsgruppen im Zeitverlauf. Die Scores HFD und ND gesunder
Tiere verliefen wéhrend des gesamten Zeitraums auf einem konstant niedrigen Niveau. Bei den HFD CIA
Tieren kam es Uber den Zeitverlauf zu einer signifikanten Abnahme der Adiponektin-Expression im Gelenk

(p = 0,0010).
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Tabelle 26: Adiponektin-Score der Versuchsgruppen zum 4 Wochenzeitpunkt.

4 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 6 4 6
Minimum [g] 1,000 1,000 1,000 2,500
25 % Perzentile 1,125 1,375 1,125 2,875
Median [g] 1,500 1,500 1,500 3,250
75 % Perzentile 1,875 2,125 1,500 3,500
Maximum [g] 2,000 2,500 1,500 3,500
Mittelwert [g] 1,500 1,667 1,375 3,167
Standardabweichung 0,4082 | 0,5164 0,2500 0,4082
Standardfehler des Mittelwertes 0,2041 | 0,2108 0,1250 0,1667
Tabelle 27: Adiponektin-Score der Versuchsgruppen zum 5,5 Wochenzeitpunkt.

5,5 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 3 9 4 5
Minimum [g] 1,000 1,500 1,000 1,500
25 % Perzentile 1,000 1,500 1,000 1,500
Median [g] 1,500 2,000 1,250 1,500
75 % Perzentile 1,500 3,250 1,500 2,250
Maximum [g] 1,500 3,500 1,500 2,500
Mittelwert [g] 1,333 2,333 1,250 1,800
Standardabweichung 0,2887 | 10,8292 0,2887 0,4472
Standardfehler des Mittelwertes 0,1667 | 0,2764 0,1443 0,2000
Tabelle 28: Adiponektin-Score der Versuchsgruppen zum 7 Wochenzeitpunkt.

7 Wochen ND gesund | ND CIA | HFD gesund | HFD CIA
Tieranzahl pro Gruppe 4 14 4 11
Minimum [g] 1,000 | 10,5000 1,000 0,5000
25 % Perzentile 1,125 1,375 1,000 1,000
Median [g] 1,500 1,500 1,000 1,000
75 % Perzentile 1,500 2,000 1,375 1,500
Maximum [g] 1,500 2,500 1,500 2,500
Mittelwert [g] 1,375 1,536 1,125 1,364
Standardabweichung 0,2500 | 0,6033 0,2500 0,6360
Standardfehler des Mittelwertes 0,1250 | 0,1612 0,1250 0,1918
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3.3.4 Vimentin

Vimentin ist ein Intermedidrfilament, dass vor allem in Zellen mesenchymalen
Ursprungs, beispielsweise in Fibroblasten, exprimiert wird (Gilles et al. 1996). Um die
invadierenden Zellen zu charakterisieren und mdogliche Unterschiede zwischen
entzundlichen und metabolisch induzierten Effekten zu analysieren, wurden
immunhistologische Vimentin-Farbungen der Gelenke angefertigt. Es zeigte sich, dass
die infiltrierenden Zellen Vimentin-positiv waren und daher als Zellen mesenchymalen
Ursprungs charakterisiert werden konnten (Abbildung 35). Sowohl bei gesunden als
auch Dbei erkrankten Tieren waren keine Unterschiede durch die HFD-Induktion

erkennbar.
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Abbildung 35: Immunbhistologische Vimentin-Farbung muriner Kniegelenke. Darstellung eines gesunden ND
Tieres (A) sowie eines erkrankten ND Tieres (B) 5,5 Wochen nach erstmaliger Immunisierung. Meniskus (M),
oberflachliche Knorpelschicht (K). Anhand der jeweiligen VergréfRerungen (a, b) wurde deutlich, dass die
infiltrierenden Zellen ins Synovialgewebe (SG), Vimentin-positiv (Pfeile) und somit mesenchymalen Ursprungs
waren.
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3.3.5CD45

CD45 ist ein membranstandiges Glykoprotein, dass eine Tyrosinphosphatase Aktivitat
besitzt und in immunologische Prozesse regulierend eingreifen kann. Das Protein wird
vor allem in kernhaltigen Zellen des hamatopoetischen Systems und deren
Vorléuferzellen, beispielsweise Leukozyten, Monozyten sowie B- und T-Zellen
exprimiert (Rheinlander et al. 2018).

CD45 positive Zellen waren vor allem bei den CIA Tieren im Synovialgewebe
erkennbar und bestatigten die Einwanderung von Leukozyten. Die HFD CIA Tiere
unterschieden sich dabei nicht von den ND CIA Tieren (Abbildung 36).

SG
m

Abbildung 36: Immunbhistologische CD45-Farbung muriner Kniegelenke. Darstellung eines gesunden ND
Tieres (A) sowie eines erkrankten ND Tieres (B) 5,5 Wochen nach erstmaliger Immunisierung. Meniskus
(M), oberflachliche Knorpelschicht (K). Anhand der jeweiligen VergroRerungen (a, b) wurde deutlich, dass
die infiltrierenden Zellen ins Synovialgewebe (SG) CD45-positiv und als Leukozyten charakterisiert werden
konnten (Pfeile, VergroRRerung als Inset).
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3.3.6 F4/80

Das F4/80 Molekil wird von murinen Makrophagen exprimiert (Dos Anjos Cassado
2017) und ermoglichte damit Schlussfolgerungen uber das Vorhandensein und die
Lokalisation von Makrophagen im Gelenk (Abbildung 37). Diese zeigten sich bei CIA
Tieren vor allem im Synovialgewebe. Zwischen HFD und ND CIA Tieren lie3en sich
keine Unterschiede erkennen.

% | ey

Abbildung 37: Darstellung immunhistologischer F4/80 Farbung eines Gelenkausschnitts bei einem erkrankten
ND Tier zum (links) und einem erkrankten HFD Tier (rechts) 5,5 Wochen nach erstmaliger Immunisierung.
Meniskus (M). Im Synovialgewebe (SG) zeigten sich viele F4/80 positive Zellen (Pfeile, VergroRerungen als

Inset), die folglich als Makrophagen identifiziert werden konnten. Zwischen ND und HFD CIA Tieren zeigten
sich keine Unterschiede.
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3.4 Serologie

3.4.1 Visfatin

Um neben der lokalen auch die systemische Expression und Reaktion sowohl auf die
Arthritis als auch auf die induzierte Adipositas der Adipokine miteinander vergleichen
zu konnen, wurden mittels ELISA systemische Konzentrationen der Adipokine Leptin,
Adiponektin und Visfatin gemessen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Visfatin
Serumkonzentrationen gezeigt, da die Konzentrationen fir Leptin und Adiponektin
bereits von Dr. Marie-Lisa Hilser untersucht wurden (Hulser 2019).

Betrachtete man zunédchst die gesunden Gruppen, so hielten sich die Visfatin
Konzentrationen 4 und 5,5 Wochen nach erstmaliger Immunisierung konstant
(Abbildung 38, 39). Lediglich zum Zeitpunkt Woche 7 kam es zu einem leichten
Anstieg der Messwerte. Zwischen ND und HFD gesunden Tieren lieRen sich keine
Unterschiede erkennen.

Die Arthritis-Induktion bewirkte bei den ND CIA Tieren eine deutliche Zunahme des
systemischen Visfatins zum Zeitpunkt Woche 4, welche im Zeitverlauf auf einem
relativ konstanten Niveau verblieb. Interessanterweise wiesen die ND CIA Tiere im
ersten Zeitintervall signifikant hohere Messwerte als die korrespondierende HFD CIA
Gruppe, auf (p = 0,0305). Nach 5,5 Wochen verhielten sich diese Konzentrationen
jedoch invers, sodass HFD CIA Tiere signifikant hohere Visfatin Konzentrationen im
Vergleich zu dem ND CIA Tieren aufwiesen (p = 0,0212). Im letzten Zeitintervall kam
es schlieflich zu einer Reduktion der Visfatin Konzentrationen bei samtlichen

erkrankten Tieren.
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Abbildung 38: Darstellung serologischer Visfatin-Spiegel der Versuchsgruppen. Zwischen HFD und ND
gesunden Tieren zeigten sich im gesamten Zeitverlauf keine signifikanten Unterschiede. Interessanterweise
wiesen ND CIA Tiere zunéchst signifikant hohere Visfatin-Spiegel auf (p = 0,0305), jedoch kam es 5,5 Wochen
nach erstmaliger Immunisierung zu einer deutlichen Zunahme der Messwerte der HFD CIA Tiere (p =
0,0212).
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Abbildung 39: Darstellung serologischer Visfatin-Spiegel der Versuchsgruppen im Zeitverlauf. Die Serum-
Visfatin-Konzentrationen der gesunden Tiere nahmen zum Zeitpunkt Woche 7 deutlich zu. Im Gegensatz
dazu kam es bei den CIA Tieren eher zu einer Abnahme der Messwerte im letzten Zeitintervall. Es zeigten
sich keine signifikanten Ergebnisse.
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3.5 Korrelationsanalysen

Um mdgliche Zusammenhange zwischen den erhobenen Parametern analysieren zu
konnen, erfolgte die Auswertung mittels linearer Regressionsanalyse sowie
Rangkorrelation nach Spearman. Bei einem r2-Wert (Bestimmtheitsmal} der linearen
Regression) von (ber 0,3 wurde von einem statistischen Zusammenhang ausgegangen.
Die Rangkorrelationen sind unter einem p-Wert von 0,05 bei zweiseitigem
Signifikanztest signifikant. Die serologischen Messdaten der CRP-, Leptin- und
Adiponektin-Spiegel wurden durch Frau Dr. Marie-Lisa Hulser erhoben (Hulser 2019),
wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit mit den zusétzlich erhobenen Parametern in

Korrelationsanalysen untersucht.

3.5.1 Korpergewicht

Die Messung des Korpergewichtes diente der Verifizierung metabolisch induzierter
Verénderungen durch die Adipositas-Induktion. Das Korpergewicht korrelierte bei
gesunden HFD Tieren mit den systemischen Leptin-Spiegeln (r2 = 0,35, p = 0,0022,
Abbildung 40). AuBerdem zeigten gesunde HFD Tiere eine Korrelation zwischen
Korpergewicht und Adiponektin-Score (rz2 = 0,41, p = 0,0260). Lediglich gesunde ND

Tiere zeigten eine Korrelation zwischen Koérpergewicht und Visfatin-Score (r2 = 0,44).
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Tabelle 29: Korrelationen des Kdrpergewichtes mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (r2 > 0,3
sowie p < 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die
Versuchsgruppen schlieBen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. r2
Bestimmtheitsmal? der linearen Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p
Kdérpergewicht Serum CRP ND gesund 0,03280 | -0,12730 | 0,71360
Kd&rpergewicht Serum Leptin ND gesund 0,25280 | 0,41180 | 0,27070
Korpergewicht | Serum Adiponektin ND gesund 0,07003 | 0,23640 | 0,48540
Kdorpergewicht Serum Visfatin ND gesund 0,00089 | 0,11820 | 0,73450
Kdorpergewicht Leber-Score ND gesund 0,00479 | -0,04984 | 0,88600
Kdérpergewicht CLS-Score ND gesund 0,02205 | -0,13240 | 0,69690
Kdérpergewicht Leptin-Score ND gesund 0,07800 | 0,30210 | 0,36430
Kérpergewicht Visfatin-Score ND gesund 0,44360 | 0,65440 | 0,03300
Korpergewicht | Adiponektin-Score ND gesund 0,23200 | 0,37310 | 0,26970
Kdérpergewicht Serum CRP HFD gesund 0,11500 | 0,44060 | 0,15420
Kaérpergewicht Serum Leptin HFD gesund 0,35550 | 0,81120 | 0,00220
Korpergewicht | Serum Adiponektin HFD gesund 0,00443 | 0,15760 | 0,62310
Kdérpergewicht Serum Visfatin HFD gesund 0,00411 | 0,00000 | >0,9999
Kdérpergewicht Leber-Score HFD gesund 0,05871 | 0,22860 | 0,46970
Kdérpergewicht CLS-Score HFD gesund 0,00001 | -0,02098 | 0,95600
Kdérpergewicht Leptin-Score HFD gesund 0,00819 | -0,05388 | 0,87030
Kdérpergewicht Visfatin-Score HFD gesund 0,13770 | -0,34600 | 0,27140
Kdérpergewicht | Adiponektin-Score HFD gesund 0,41120 | -0,67590 | 0,02600
Korpergewicht Serum CRP ND CIA 0,06704 | -0,26540 | 0,16400
Korpergewicht Serum Leptin ND CIA 0,06961 | 0,46990 | 0,01340
Kdrpergewicht | Serum Adiponektin ND CIA 0,04663 | -0,20160 | 0,29440
Korpergewicht Serum Visfatin ND CIA 0,00487 | 0,03402 | 0,86090
Korpergewicht Leber-Score ND CIA 0,06804 | 0,25360 | 0,18430
Korpergewicht CLS-Score ND CIA 0,06449 | -0,24660 | 0,19720
Korpergewicht CIA-Score ND CIA 0,03121 | 0,01450 | 0,86350
Korpergewicht Leptin-Score ND CIA 0,00004 | -0,10940 | 0,57210
Korpergewicht Visfatin-Score ND CIA 0,01629 | -0,19960 | 0,29920
Kdrpergewicht | Adiponektin-Score ND CIA 0,00027 | 0,00713 | 0,97070
Korpergewicht Serum CRP HFD CIA 0,13190 | 0,27170 | 0,22130
Korpergewicht Serum Leptin HFD CIA 0,59290 | 0,84950 | <0,0001
Kdrpergewicht | Serum Adiponektin HFD CIA 0,20140 | -0,37840 | 0,08250
Korpergewicht Serum Visfatin HFD CIA 0,03637 | 0,01920 | 0,93240
Korpergewicht Leber-Score HFD CIA 0,00313 | 0,03816 | 0,15080
Korpergewicht CLS-Score HFD CIA 0,06149 | 0,31690 | 0,15080
Korpergewicht CIA-Score HFD CIA 0,04558 | 0,06420 | 0,79310
Korpergewicht Leptin-Score HFD CIA 0,11730 | 0,21180 | 0,34400
Korpergewicht Visfatin-Score HFD CIA 0,18830 | 0,17940 | 0,42450
Kdorpergewicht | Adiponektin-Score HFD CIA 0,16550 | 0,28790 | 0,19390
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Abbildung 40: Korrelation bei gesunden HFD Tieren (links oben) und HFD CIA Tieren (rechts oben)
zwischen Korpergewicht und systemischen Leptin-Spiegeln. Korrelation bei gesunden HFD und ND Tieren
zwischen Adiponektin-Score (links unten) und Visfatin-Score (rechts unten) und dem Kérpergewicht. Durch
Zunahme des Gewichtes, kam es bei HFD Tieren auch zu einer Zunahme der systemischen Leptin-
Konzentrationen im Serum. Zudem zeigten ND gesunde Tiere bei zunehmendem Kérpergewicht auch eine
hohere lokale Visfatin-Expression. Im Gegensatz dazu kam es bei HFD gesunden Tieren mit hdherem
Korpergewicht zu einer Abnahme der Adiponektin-Expression.

3.5.2 Leber-Score

Der Leber-Score diente in Ergédnzung zum Korpergewicht der Quantifizierung
metabolischer Veranderungen durch die Adipositas-Induktion. Interessanterweise zeigte
die HFD-Induktion, vor allem bei gesunden HFD Tieren, positive Kkorrelative
Zusammenhange zwischen Leber-Score und CRP-Serumspiegel (r2 = 0,44, p = 0,0083,
Abbildung 41) sowie zwischen Leber-Score und dem CLS-Score (r2 = 0,49, p =
0,0071). Im Gegensatz dazu, konnten bei samtlichen ND Tieren keine Korrelationen mit
dem Leber-Score beobachtet werden (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Korrelationen des Leber-Scores mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (r2 > 0,3 sowie
p < 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die Versuchsgruppen
schlieRen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. r2: Bestimmtheitsmal3 der linearen
Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p

Leber-Score Serum CRP ND gesund 0,01332 | 0,09469 | 0,78330
Leber-Score Serum Leptin ND gesund 0,00100 | -0,02496 | 0,94840
Leber-Score | Serum Adiponektin ND gesund 0,07436 | -0,19940 | 0,55300
Leber-Score Serum Visfatin ND gesund 0,24390 | 0,19940 | 0,55300
Leber-Score CLS-Score ND gesund 0,19990 | -0,64590 | 0,03680
Leber-Score Leptin-Score ND gesund 0,07654 | 0,33380 | 0,30990
Leber-Score Visfatin-Score ND gesund 0,11810 | -0,26780 | 0,42430
Leber-Score | Adiponektin-Score ND gesund 0,00312 | 0,07013 | 0,88640
Leber-Score Serum CRP HFD gesund 0,44470 | 0,74510 | 0,00830
Leber-Score Serum Leptin HFD gesund 0,18090 | 0,46520 | 0,12880
Leber-Score | Serum Adiponektin HFD gesund 0,10960 | -0,40280 | 0,19320
Leber-Score Serum Visfatin HFD gesund 0,00067 | -0,15370 | 0,63080
Leber-Score CLS-Score HFD gesund 0,49640 | 0,75690 | 0,00710
Leber-Score Leptin-Score HFD gesund 0,00295 | -0,02632 | 0,94270
Leber-Score Visfatin-Score HFD gesund 0,17130 | -0,48150 | 0,12350
Leber-Score | Adiponektin-Score HFD gesund 0,03846 | 0,19050 | 0,77270
Leber-Score Serum CRP ND CIA 0,21370 | -0,51740 | 0,00410
Leber-Score Serum Leptin ND CIA 0,00624 | 0,04112 | 0,83860
Leber-Score | Serum Adiponektin ND CIA 0,07412 | 0,27560 | 0,14790
Leber-Score Serum Visfatin ND CIA 0,00473 | -0,11060 | 0,56780
Leber-Score CLS-Score ND CIA 0,28750 | -0,61670 | 0,00040
Leber-Score Leptin-Score ND CIA 0,00117 | 0,08637 | 0,65600
Leber-Score Visfatin-Score ND CIA 0,09704 | -0,34800 | 0,06430
Leber-Score | Adiponektin-Score ND CIA 0,03697 | -0,16240 | 0,39980
Leber-Score Serum CRP HFD CIA 0,37890 | -0,62850 | 0,00170
Leber-Score Serum Leptin HFD CIA 0,03293 | 0,19620 | 0,38160
Leber-Score | Serum Adiponektin HFD CIA 0,00550 | 0,09204 | 0,68370
Leber-Score Serum Visfatin HFD CIA 0,00052 | 0,13810 | 0,54010
Leber-Score CLS-Score HFD CIA 0,20020 | 0,37480 | 0,08570
Leber-Score Leptin-Score HFD CIA 0,07532 | -0,30210 | 0,17180
Leber-Score Visfatin-Score HFD CIA 0,20460 | -0,46510 | 0,02920
Leber-Score | Adiponektin-Score HFD CIA 0,17990 | -0,44610 | 0,03740
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Abbildung 41: Korrelation zwischen Leber-Score und CRP-Serumspiegeln (links) sowie CLS-Score (rechts)
bei gesunden HFD Tieren. Die positive Korrelation (r2 = 0,44) zeigte einen Korrelativen Zusammenhang
zwischen dem Grad der Leberverfettung (Leber-Score) sowie systemischen CRP-Messwerten. Zudem zeigten
HFD gesunde Tiere mit einem erhohten Leberscore auch einen héheren CLS-Score und damit vermehrt
infiltrierende Makrophagen in das Fettgewebe.

3.5.3 CLS-Score
Der CLS-Score beschreibt die Anzahl invadierender Makrophagen (CLS) in das
Fettgewebe und lasst sich ferner als Indikator fir inflammatorische Prozesse des

Fettegewebes deuten. Wie bereits beschrieben, kam es bei gesunden HFD Tieren zu

einer positiven Korrelation zwischen CLS-Score und Leber-Score (r2 = 0,49 p
0,0071), Abbildung 42). Des Weiteren zeigten sowohl gesunde HFD (r2 = 0,41 p
0,0202) als auch erkrankte ND Tiere (r2 = 0,36, p = <0,0001) zwischen CLS-Score und

systemischen CRP-Spiegeln einen korrelativen Zusammenhang (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Korrelationen des CLS-Scores mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (r2 > 0,3 sowie p
< 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die Versuchsgruppen
schlieRen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. r2: Bestimmtheitsmald der linearen

Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p
CLS-Score Serum CRP ND gesund 0,00251 | -0,08219 | 0,81170
CLS-Score Serum Leptin ND gesund 0,03174 | -0,14770 | 0,70170
CLS-Score | Serum Adiponektin ND gesund 0,07392 | 0,04110 | 0,90780
CLS-Score Serum Visfatin ND gesund 0,00288 | 0,15530 | 0,64680
CLS-Score Leber-Score ND gesund 0,19990 | -0,64590 | 0,03680
CLS-Score Leptin-Score ND gesund 0,30520 | -0,59510 | 0,04870
CLS-Score Visfatin-Score ND gesund 0,03538 | -0,06713 | 0,84400
CLS-Score | Adiponektin-Score ND gesund 0,08798 | 0,29450 | 0,38110
CLS-Score Serum CRP HFD gesund 0,41790 | 0,67130 | 0,02020
CLS-Score Serum Leptin HFD gesund 0,03224 | 0,20280 | 0,52800
CLS-Score | Serum Adiponektin HFD gesund 0,00162 | -0,09107 | 0,77820
CLS-Score Serum Visfatin HFD gesund 0,00747 | -0,04196 | 0,90390
CLS-Score Leber-Score HFD gesund 0,49640 | 0,75690 | 0,00710
CLS-Score Leptin-Score HFD gesund 0,04744 | -0,10060 | 0,75500
CLS-Score Visfatin-Score HFD gesund 0,18460 | -0,54480 | 0,07170
CLS-Score | Adiponektin-Score HFD gesund 0,03033 | 0,19310 | 0,58870
CLS-Score Serum CRP ND CIA 0,36000 | 0,67110 | <0,0001
CLS-Score Serum Leptin ND CIA 0,00066 | 0,12620 | 0,53050
CLS-Score | Serum Adiponektin ND CIA 0,26840 | -0,46780 | 0,01050
CLS-Score Serum Visfatin ND CIA 0,10390 | 0,43170 | 0,01940
CLS-Score Leber-Score ND CIA 0,28750 | -0,61670 | 0,00040
CLS-Score Leptin-Score ND CIA 0,00268 | -0,03633 | 0,85160
CLS-Score Visfatin-Score ND CIA 0,05640 | 0,22710 | 0,23610
CLS-Score | Adiponektin-Score ND CIA 0,00000 | 0,10060 | 0,60350
CLS-Score Serum CRP HFD CIA 0,03759 | 0,29080 | 0,18920
CLS-Score Serum Leptin HFD CIA 0,00798 | 0,20500 | 0,36020
CLS-Score | Serum Adiponektin HFD CIA 0,09006 | -0,40260 | 0,06320
CLS-Score Serum Visfatin HFD CIA 0,04699 | -0,12140 | 0,59050
CLS-Score Leber-Score HFD CIA 0,20020 | 0,37490 | 0,08570
CLS-Score Leptin-Score HFD CIA 0,03080 | 0,20320 | 0,36440
CLS-Score Visfatin-Score HFD CIA 0,00572 | 0,07080 | 0,75420
CLS-Score | Adiponektin-Score HFD CIA 0,03395 | 0,23910 | 0,28390
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Abbildung 42: Korrelation zwischen zwischen CLS-Score und CRP-Serumspiegeln (links) sowie CLS-Score
und Leber-Score (links) bei gesunden HFD Tieren. Die Anzahl der invadierenden CLS ins Fettgewebe
verhielt sich proportional zur Serumkonzentration von CRP (rz2=0,41) und zum Leber-Score (r2 = 0,49) bei
gesunden HFD Tieren.

3.5.4 Gelenk-Score

Mithilfe des Gelenk-Scores (CIA Scores) konnte das Ausmal entzlndlicher
Verénderungen innerhalb der murinen Gelenke evaluiert werden. Interessanterweise
konnte jedoch nur fiir HFD CIA Tiere ein korrelativer Zusammenhang zwischen CIA-
Score und CRP-Serumkonzentration beobachtet werden (r2 = 0,32 p = 0,0064,
Abbildung 43). Fur ND CIA Tiere liel3 sich ein solcher Zusammenhang nicht darstellen
(r2=0,07, Tabelle 32).

Tabelle 32: Korrelationen des Gelenk-Scores mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (r2 > 0,3
sowie p < 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die
Versuchsgruppen schlieBen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. rz
Bestimmtheitsmal? der linearen Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p
CIA-Score Serum CRP ND CIA 0,07184 | -0,36840 | 0,05130
CIA-Score Serum Leptin ND CIA 0,00027 | -0,20930 | 0,29460
CIA-Score | Serum Adiponektin ND CIA 0,00598 | 0,24450 | 0,20110
CIA-Score Serum Visfatin ND CIA 0,05805 | -0,24890 | 0,19290
CIA-Score Leber-Score ND CIA 0,00039 | 0,14720 | 0,44610
CIA-Score CLS-Score ND CIA 0,12920 | -0,34180 | 0,06960
CIA-Score Leptin-Score ND CIA 0,01579 | -0,28610 | 0,13240
CIA-Score Visfatin-Score ND CIA 0,02651 | -0,03897 | 0,84090
CIA-Score | Adiponektin-Score ND CIA 0,15490 | 0,33230 | 0,07820
CIA-Score Serum CRP HFD CIA 0,32560 | -0,56260 | 0,00640
CIA-Score Serum Leptin HFD CIA 0,01827 | -0,28130 | 0,20470
CIA-Score | Serum Adiponektin HFD CIA 0,06868 | 0,26550 | 0,23240
CIA-Score Serum Visfatin HFD CIA 0,00080 | 0,12190 | 0,58890
CIA-Score Leber-Score HFD CIA 0,02753 | 0,24040 | 0,28120
CIA-Score CLS-Score HFD CIA 0,01468 | -0,10900 | 0,62920
CIA-Score Leptin-Score HFD CIA 0,24220 | -0,59390 | 0,00360
CIA-Score Visfatin-Score HFD CIA 0,21710 | -0,61450 | 0,00230
CIA-Score | Adiponektin-Score HFD CIA 0,12980 | -0,45480 | 0,03350
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Abbildung 43: Korrelation zwischen CIA-Score und CRP-Serumspiegeln bei HFD CIA Tieren. Es zeigte sich
ein inverser Zusammenhang, sodass bei zunehmenden CIA-Scores, die CRP-Konzentrationen abnahmen (r2 =
0,32).

3.5.5 Leptin-Score

Die lokale Leptin-Expression wurde anhand des Leptin-Scores quantifiziert und
erlaubte den Vergleich mit den serologisch gemessenen Leptin Konzentrationen.
Auffallend war, dass bei allen Tieren, zu allen Zeitpunkten, keine Korrelation zwischen
Leptin-Score und systemisch gemessenen Leptin-Spiegeln festgestellt werden konnte.
Gleiches galt fur den Vergleich zwischen Leptin-Score und systemisch gemessenen
Adiponektin- und Visfatin-Spiegeln (Tabelle 33).

Im Gegensatz dazu, liel? sich zwischen Leptin-Score und Visfatin-Score bei allen Tieren
eine Korrelation feststellen (gesund ND rz = 0,30; gesund HFD r2 = 0,39; CIA ND r2 =
0,34; CIA HFD r2 = 0,67; Abbildung 44). AulRerdem zeigte sich bei HFD CIA Tieren
ein positiver korrelativer Zusammenhang zwischen Leptin-Score und Adiponektin-
Score (r2 = 0,54, p = 0,0003). Des Weiteren korrelierten Leptin-Score mit CRP-
Serumspiegeln bei HFD CIA Tieren (r2 = 0,45, p = 0,0026).
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Tabelle 33: Korrelationen des Leptin-Scores mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (r2 > 0,3 sowie
p < 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die Versuchsgruppen
schlieRen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. r2: Bestimmtheitsmal3 der linearen
Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p

Leptin-Score Serum CRP ND gesund 0,05827 | -0,12270 | 0,71890
Leptin-Score Serum Leptin ND gesund 0,23490 | 0,65530 | 0,05890
Leptin-Score | Serum Adiponektin ND gesund 0,04115 | -0,13220 | 0,69750
Leptin-Score Serum Visfatin ND gesund 0,01842 | -0,25490 | 0,44650
Leptin-Score Leber-Score ND gesund 0,07654 | 0,33380 | 0,30990
Leptin-Score CLS-Score ND gesund 0,30520 | -0,59510 | 0,04930
Leptin-Score Visfatin-Score ND gesund 0,30890 | 0,45950 | 0,15450
Leptin-Score | Adiponektin-Score ND gesund 0,09343 | -0,34870 | 0,24850
Leptin-Score Serum CRP HFD gesund 0,00768 | 0,24070 | 0,44870
Leptin-Score Serum Leptin HFD gesund 0,01302 | -0,14370 | 0,65410
Leptin-Score | Serum Adiponektin HFD gesund 0,00272 | -0,05217 | 0,87190
Leptin-Score Serum Visfatin HFD gesund 0,07419 | 0,44180 | 0,15170
Leptin-Score Leber-Score HFD gesund 0,00295 | -0,02632 | 0,9427
Leptin-Score CLS-Score HFD gesund 0,04744 | -0,10060 | 0,75550
Leptin-Score Visfatin-Score HFD gesund 0,39340 | 0,63160 | 0,03120
Leptin-Score | Adiponektin-Score HFD gesund 0,13680 | -0,32240 | 0,32250
Leptin-Score Serum CRP ND CIA 0,00027 | -0,05712 | 0,76850
Leptin-Score Serum Leptin ND CIA 0,20490 | 0,30200 | 0,12570
Leptin-Score | Serum Adiponektin ND CIA 0,02849 | -0,08192 | 0,67270
Leptin-Score Serum Visfatin ND CIA 0,13210 | 0,12620 | 0,51430
Leptin-Score Leber-Score ND CIA 0,00117 | 0,08637 | 0,65600
Leptin-Score CLS Score ND CIA 0,00268 | -0,03633 | 0,85160
Leptin-Score Visfatin-Score ND CIA 0,34400 | 0,47720 | 0,00890
Leptin-Score | Adiponektin-Score ND CIA 0,16000 | 0,25070 | 0,18970
Leptin-Score Serum CRP HFD CIA 0,45700 | 0,60910 | 0,00260
Leptin-Score Serum Leptin HFD CIA 0,01186 | 0,07135 | 0,75240
Leptin-Score | Serum Adiponektin HFD CIA 0,19560 | -0,42070 | 0,05120
Leptin-Score Serum Visfatin HFD CIA 0,00068 | -0,08562 | 0,70480
Leptin-Score Leber-Score HFD CIA 0,07532 | -0,30210 | 0,17180
Leptin-Score CLS Score HFD CIA 0,03080 | 0,20320 | 0,36440
Leptin-Score Visfatin-Score HFD CIA 0,67350 | 0,83740 | <0,0001
Leptin-Score | Adiponektin-Score HFD CIA 0,54930 | 0,69600 | 0,0003
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Abbildung 44: Darstellung der Korrelationen zwischen Leptin-Score und Visfatin-Score aller
Versuchsgruppen. Bei HFD CIA Tieren war dieser Zusammenhang am starksten ausgepragt (r2 = 0,67).

3.5.6 Visfatin-Score

Die lokale Visfatin-Expression verhielt sich &hnlich zur lokalen Leptin-Expression, was
durch die bereits beschriebenen Korrelationen verdeutlicht wurde. GleichermaBen
lieBen sich zwischen Visfatin-Score und systemischen Visfatin-Spiegeln sowie
Adiponektin-Spiegeln bei keiner der Versuchsgruppen eine Korrelation feststellen
(Tabelle 34). Lediglich gesunde HFD Tiere wiesen eine Korrelation zwischen Visfatin-
Score und systemischen Leptin-Konzentrationen auf (r2 = 0,42, p = 0,0290). Auffallend
war die hohe Korrelation zwischen lokaler Visfatin und Adiponektin-Expression bei
HFD CIA Tieren (r2 = 0,70 p = <0,0001; Abbildung 45). Des Weiteren zeigte der
Vergleich von Visfatin-Score mit den systemischen CRP-Werten bei HFD CIA Tieren

einen korrelativen Zusammenhang (r2 = 0,65, p = 0,0002).
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Tabelle 34: Korrelationen des Visfatin-Scores mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (rz2 > 0,3
sowie p < 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die
Versuchsgruppen schlieBen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. r2
Bestimmtheitsmalf3 der linearen Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p
Visfatin-Score Serum CRP ND gesund 0,01992 | -0,10140 | 0,76760
Visfatin-Score Serum Leptin ND gesund 0,26970 | 0,53650 | 0,13780
Visfatin-Score | Serum Adiponektin ND gesund 0,01692 | 0,25810 | 0,44100
Visfatin-Score Serum Visfatin ND gesund 0,03266 | -0,15210 | 0,65380
Visfatin-Score Leber-Score ND gesund 0,11810 | -0,26780 | 0,42430
Visfatin-Score CLS-Score ND gesund 0,03538 | -0,06713 | 0,84400
Visfatin-Score Leptin-Score ND gesund 0,30980 | 0,45950 | 0,15450
Visfatin-Score | Adiponektin-Score ND gesund 0,07565 | 0,34590 | 0,29770
Visfatin-Score Serum CRP HFD gesund 0,16560 | -0,36080 | 0,25010
Visfatin-Score Serum Leptin HFD gesund 0,42840 | -0,64060 | 0,02900
Visfatin-Score | Serum Adiponektin HFD gesund 0,06540 | -0,02581 | 0,94020
Visfatin-Score Serum Visfatin HFD gesund 0,04297 | 0,08099 | 0,80790
Visfatin-Score Leber-Score HFD gesund 0,17130 | -0,48150 | 0,12350
Visfatin-Score CLS-Score HFD gesund 0,18460 | -0,54480 | 0,07170
Visfatin-Score Leptin-Score HFD gesund 0,39340 | 0,63160 | 0,03120
Visfatin-Score | Adiponektin-Score HFD gesund 0,02273 | -0,15250 | 0,69910
Visfatin-Score Serum CRP ND CIA 0,00582 | 0,19130 | 0,32010
Visfatin-Score Serum Leptin ND CIA 0,26110 | 0,34170 | 0,08110
Visfatin-Score | Serum Adiponektin ND CIA 0,02306 | -0,08638 | 0,65590
Visfatin-Score Serum Visfatin ND CIA 0,06144 | -0,08638 | 0,65590
Visfatin-Score Leber-Score ND CIA 0,09704 | -0,34800 | 0,06430
Visfatin-Score CLS-Score ND CIA 0,05640 | 0,22710 | 0,23610
Visfatin-Score Leptin-Score ND CIA 0,34400 | 0,47720 | 0,00890
Visfatin-Score | Adiponektin-Score ND CIA 0,36310 | 0,56570 | 0,00140
Visfatin-Score Serum CRP HFD CIA 0,65140 | 0,71500 | 0,00020
Visfatin-Score Serum Leptin HFD CIA 0,03253 | 0,05469 | 0,80900
Visfatin-Score | Serum Adiponektin HFD CIA 0,21900 | -0,43290 | 0,04420
Visfatin-Score Serum Visfatin HFD CIA 0,04491 | -0,18080 | 0,42080
Visfatin-Score Leber-Score HFD CIA 0,20460 | -0,46510 | 0,02920
Visfatin-Score CLS-Score HFD CIA 0,00572 | 0,07080 | 0,75420
Visfatin-Score Leptin-Score HFD CIA 0,67350 | 0,83740 | <0,0001
Visfatin-Score | Adiponektin-Score HFD CIA 0,70130 | 0,77330 | <0,0001
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Abbildung 45: Korrelation zwischen Visfatin-Score und CRP-Serumspiegel (links) sowie zwischen
Adiponektin-Score und Visfatin-Score (rechts) bei erkrankten HFD Tieren. Interessanterweise zeigten HFD
CIA Tiere zwischen Visfatin-Score und systemischen CRP-Werten eine hohe Korrelation (r2 = 0,65). Die
lokale Visfatin-Expression verhielt sich bei HFD CIA Tieren sehr &hnlich zu der lokalen Adiponektin-
Expression, was durch eine hohe Korrelation bestatigt wurde (r2 = 0,70).

3.5.7 Adiponektin-Score

Wie Dbereits beschrieben, konnte bei HFD CIA Tieren sowohl zwischen lokaler
Adiponektin- und Leptin-Expression (r?2 = 0,54, p = 0,0003) als auch zwischen lokaler
Adiponektin- und Visfatin-Expression (r? = 0,70, p = <0,0001) Korrelationen
festgestellt werden. Zudem zeigten, bis auf HFD CIA Tiere, samtliche Versuchsgruppen
keine korrelativen Zusammenhange zwischen Adiponektin-Scores und systemischen
Adiponektin-Spiegeln. Interessanterweise kam es bei HFD CIA Tieren zu einer inversen
Korrelation zwischen lokaler Expression und systemischen Messwerten (r2 = 0,45, p =
0,0012; Abbildung 46). Dies ist die einzige Korrelation, die zwischen lokaler und
systemischer Adipokin- (Adiponektin) Expression festgestellt werden konnte. Zudem
korrelierte der Adiponektin-Score mit systemischen Leptin-Spiegeln bei ND CIA Tieren
(r2=0,33, p=0,0361; Tabelle 35).
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Tabelle 35: Korrelationen des Adiponektin-Scores mit allen Parametern sowie allen Versuchsgruppen (r2 > 0,3
sowie p < 0,05 fett). Die lokale Adipokin-Expression ist durch den jeweiligen Score dargestellt. Die
Versuchsgruppen schlieBen die Tiere der entsprechenden Gruppen zu allen Zeitpunkten ein. r2

Bestimmtheitsmalf3 der linearen Regression, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: Signifikanz.

Parameter 1 Parameter 2 Versuchsgruppe r2 r p
Adiponektin-Score Serum CRP ND gesund 0,00822 | -0,10660 | 0,77270
Adiponektin-Score Serum Leptin ND gesund 0,05411 | -0,02819 | 0,95830
Adiponektin-Score | Serum Adiponektin ND gesund 0,00236 | 0,18120 | 0,60000
Adiponektin-Score Serum Visfatin ND gesund 0,00092 | 0,11730 | 0,74240
Adiponektin-Score Leber-Score ND gesund 0,00312 | 0,07013 | 0,88640
Adiponektin-Score CLS-Score ND gesund 0,08798 | 0,29450 | 0,38110
Adiponektin-Score Leptin-Score ND gesund 0,09343 | -0,34870 | 0,24850
Adiponektin-Score Visfatin-Score ND gesund 0,07565 | 0,34590 | 0,29770
Adiponektin-Score Serum CRP HFD gesund 0,03787 | -0,14480 | 0,69910
Adiponektin-Score Serum Leptin HFD gesund 0,00682 | -0,28970 | 0,39390
Adiponektin-Score | Serum Adiponektin HFD gesund 0,21030 | -0,50780 | 0,10390
Adiponektin-Score Serum Visfatin HFD gesund 0,00222 | 0,19050 | 0,77270
Adiponektin-Score Leber-Score HFD gesund 0,03846 | -0,32240 | 0,32250
Adiponektin-Score CLS-Score HFD gesund 0,03033 | 0,19310 | 0,58870
Adiponektin-Score Leptin-Score HFD gesund 0,13680 | -0,32240 | 0,32250
Adiponektin-Score Visfatin-Score HFD gesund 0,02273 | -0,15250 | 0,69910
Adiponektin-Score Serum CRP ND CIA 0,04182 | 0,27850 | 0,14340
Adiponektin-Score Serum Leptin ND CIA 0,33590 | 0,40500 | 0,03610
Adiponektin-Score | Serum Adiponektin ND CIA 0,00479 | -0,17090 | 0,37550
Adiponektin-Score Serum Visfatin ND CIA 0,03729 | 0,25960 | 0,17380
Adiponektin-Score Leber-Score ND CIA 0,03697 | -0,16240 | 0,39980
Adiponektin-Score CLS-Score ND CIA 0,00005 | 0,10060 | 0,60350
Adiponektin-Score Leptin-Score ND CIA 0,16000 | 0,25070 | 0,18970
Adiponektin-Score Visfatin-Score ND CIA 0,36310 | 0,56570 | 0,00140
Adiponektin-Score Serum CRP HFD CIA 0,54950 | 0,71040 | 0,00020
Adiponektin-Score Serum Leptin HFD CIA 0,02310 | 0,10370 | 0,64600
Adiponektin-Score | Serum Adiponektin HFD CIA 0,45160 | -0,64300 | 0,00120
Adiponektin-Score Serum Visfatin HFD CIA 0,00034 | -0,06741 | 0,76570
Adiponektin-Score Leber-Score HFD CIA 0,17990 | -0,44610 | 0,03740
Adiponektin-Score CLS-Score HFD CIA 0,03395 | 0,23910 | 0,28390
Adiponektin-Score Leptin-Score HFD CIA 0,54930 | 0,69600 | 0,00030
Adiponektin-Score Visfatin-Score HFD CIA 0,70130 | 0,77330 | <0,0001
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Abbildung 46: Korrelation zwischen Adiponektin-Score und systemischen Adiponektin-Spiegeln (links oben)
sowie zwischen Adiponektin-Score und CRP-Serumspiegel (rechts oben) bei erkrankten HFD Tieren.
Korrelation zwischen Adiponektin- und Visfatin-Score bei HFD CIA (links unten) sowie ND CIA Tieren
(rechts unten). Als einzige Versuchsgruppe zeigten HFD CIA Tiere eine Korrelation zwischen lokaler und
systemischer Adiponektin-Expression (r2 = 0,45). Auffallend war, dass diese Korrelation invers war, sodass
bei hohen Adiponektin-Scores, niedrige Adiponektin-Serumspiegel messbar waren. Im Vergleich zur lokalen
Leptin- und Visfatin-Expression, korrelierten auch Adiponektin-Score und systemische CRP-Spiegel bei HFD
CIA Tieren (r2 = 0,54). Interessanterweise korrelierte die lokale Expression von Adiponektin sowohl bei HFD
CIA Tieren als auch bei ND CIA Tieren (r2= 0,36).
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4. Diskussion

Ziel dieses Projekt war es, mogliche Einfliisse von Ubergewicht und Adipokinen auf die
Krankheitsintensitat der Kollagen-induzierten Arthritis im Mausmodell, stellvertretend
fir die RA beim Menschen, zu verschiedenen Zeitpunkten zu untersuchen und dabei
zwischen systemischen und lokalen Prozessen zu differenzieren. Riickblickend konnten
sowohl die Induktion des Ubergewichts durch die Applikation einer Hochfett-Diat als
auch die Induktion entzindlicher arthritischer Prozesse durch die CIA erfolgreich
durchgefiihrt werden.

4.1 Metabolische Veranderungen

4.1.1 Kdrpergewicht

Gesunde HFD Tiere wiesen zu allen Zeitpunkten ein signifikant hoheres Korpergewicht
als gesunde ND Tiere auf. AuRerdem lag das Korpergewicht erkrankter HFD Tiere zu
jedem Zeitpunkt iber dem der erkrankten ND Tiere (Abbildung 8). Es zeigte sich, dass
die Messung des Korpergewichts in dem CIA-Modell die Induktion des Ubergewichtes
belegen konnte und einen geeigneten Messparameter darstellte.

Die Induktion der Arthritis bewirkte, verglichen mit den gesunden Kontrollgruppen,
jedoch bei allen erkrankten Tieren eine deutliche Abnahme des Gewichtes, was sich vor
allem bei den HFD Tieren 5- und 7 Wochen nach Immunisierung signifikant zeigte
(Abbildung 8). Diese Reduktion lieRe sich einerseits durch eine verminderte Bewegung
und andererseits durch eine verminderte Nahrungsaufnahme durch die
inflammatorischen Prozesse der erkrankten Tiere erkléren.

Die spezifische Rolle von Ubergewicht im Rahmen der RA wird aufgrund heterogener
Studienergebnisse weiterhin diskutiert (George und Baker 2016). Eindeutigere
Ergebnisse liefern Studien im Kontext der degenerativen Arthrose. So ist bekannt, das
Ubergewicht einerseits mit einem erhéhten Risiko fir die Entwicklung einer Arthrose
einhergeht und andererseits eine bestehende Erkrankung zunehmend verschlechtern
kann, was unter anderem auf die biomechanische Belastung zurlickgefuhrt wird
(Lohmander et al. 2009), (Jiang et al. 2012).

Interessanterweise korrelierte das Korpergewicht bei gesunden HFD Tieren mit den
systemisch gemessenen Leptin-Spiegeln (r2 = 0,35, Abbildung 40). Auch in der

Literatur ist der proportionale Zusammenhang zwischen Koérpergewicht bzw. BMI und
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systemischen Leptin-Spiegeln bekannt (Jéquier 2002). Die CIA-Induktion schien auf
diese Korrelation, trotz des abnehmenden Gewichts bei HFD CIA Tieren, keinen
Einfluss zu nehmen, da letztere ebenfalls eine positive Korrelation mit der systemischen

Leptin Konzentration aufwiesen (r2 = 0,59).

4.1.2 Leber-Score

Auch im Leber-Score zeigte sich in Relation zum Koérpergewicht eine vergleichbare
Kinetik. So wiesen gesunde HFD Tiere, vor allem zum Zeitpunkt Woche 4, einen
signifikant hoheren Grad der Leberverfettung im Vergleich zur gesunden ND Gruppe
auf (Abbildung 11). Dies bestatigte, neben der Gewichtszunahme, ebenfalls die
erfolgreiche Adipositas-Induktion, da bei ND Tieren kein vergleichbarer Effekt 4
Wochen nach Immunisierung beobachtet werden konnte. Auch beim Menschen kann
Adipositas zu einer Verfettung der Leber fiihren, was unter dem Krankheitsbild der
nicht alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) zusammengefasst wird (Roeb et al.
2015), (Noureddin und Sanyal 2018). Trotz deutlicher Abnahme der Leberverfettung,
wiesen gesund HFD Tiere auch 5,5 Wochen nach Versuchsbeginn erhdhte Scores im
Vergleich zu den gesunden Kontrollgruppen auf. Interessanterweise bewirkte die CIA-
Induktion lediglich bei HFD Tieren eine deutliche Abnahme des Leber-Scores zu allen
Zeitpunkten in Relation zu gesunden HFD Tieren. Ein vergleichbarer Effekt blieb trotz
identischer Arthritis-Induktion bei ND Tieren aus (Abbildung 12). Dies implizierte zum
einen, dass die stark verfettete Leber der HFD Tiere mit einer deutlich stirkeren
Lipolyse auf den entzindlichen Stimulus als die Leber der normalgewichtigen Tiere,
reagierte. Zum anderen schien der Grad der Leberverfettung wesentlich starker durch
inflammatorische Prozesse beeinflusst worden zu sein, als das Kérpergewicht der Tiere,
da bei ND CIA Tieren eine deutliche Reduktion des Korpergewichtes, jedoch nicht des
Leber-Scores, beobachtet werden konnte. Interessanterweise gibt es humane Studien,
die bei Patienten mit rheumatologischen Erkrankungen wie der RA und der Psoriasis-
Acrthritis eine hohe Pravalenz an gleichzeitig vorhandener NAFLD beobachten konnten
(Madanagobalane und Anandan 2012), (Wagan et al. 2020). Unklar ist jedoch, ob ein
direkter Zusammenhang zwischen RA und NAFLD besteht und ob eine NAFLD direkt
entzlindliche Prozesse im Gelenk beeinflusst, da einige der untersuchten Patienten
therapeutisch Methotrexat erhielten, das bei langer Einnahmedauer und hohen

Konzentrationen hepatotoxische Wirkungen haben kann (Roeb et al. 2015).
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7 Wochen nach Immunisierung kam es in allen Gruppen zu einer deutlich erhdhten
Streuung der Einzelwerte, deren genaue Ursache unklar ist. Es zeigten sich jedoch die
gleichen Tendenzen, wie beispielweise die Reduktion des Leber-Scores bei HFD CIA
Tieren und erhodhte Scores bei gesunden HFD im Vergleich zu gesunden ND Tieren, die
bereits zu den friheren Zeitpunkten beschrieben wurden.

4.1.3 CLS-Score

Wie bereits beschrieben, lassen sich die invadierenden Makrophagen als Ausdruck eines
chronischen, entziindlichen Prozesses deuten. So ist bereits bekannt, dass Ubergewicht
und Adipositas mit einem milden, chronischen Entziundungszustand einhergehen
(chronic low-grade inflammation) (Russolillo et al. 2013), (Cao 2014). Auch in diesem
Modell lieR sich dieses Phdnomen durch eine Vielzahl von Beobachtungen bestatigen.
Die systemischen CRP-Werte, die bereits von Hulser 2019 erhoben wurden, zeigten vor
allem 4 Wochen nach Immunisierung signifikant hohere Messwerte bei gesunden HFD
Tieren im Vergleich zu gesunden ND Tieren (Hulser 2019). Zudem stellte sich eine
positive Korrelation zwischen CRP-Werten und Leber-Score bei HFD Tieren dar (r?
=0,44). Weiterhin zeigten gesunde HFD Tiere Uber den gesamten Zeitverlauf eine
vermehrte Anzahl an CLS im Vergleich zu gesunden ND Tieren, was sich auf eine
verstarkte Mobilisierung und Infiltration von Makrophagen zurlckfihren lasst
(Abbildung 15). In einer Studie an DBA/1 Mausen lielen sich ebenfalls durch die
Induktion einer CIA eine erhohte Anzahl invadierender Makrophagen im perivaskularen
Fettgewebe beobachten (Sime et al. 2017).

Des Weiteren lassen sich auch in humanen Studien Zusammenhénge zwischen CLS-
Anzahl und der RA herstellen. So konnte man bei Patienten mit RA anhand von
periumbilikalen subkutanen Fettgewebsproben eine erhohte Anzahl von CLS im
Vergleich zu Patienten ohne RA feststellen. Interessanterweise zeigten in der gleichen
Studie vor allem Patienten eines frihes RA-Stadiums eine besonders hohe
Makrophagen-Infiltration (Giles et al. 2018). Letzteres lieR sich auch in diesem Projekt
innerhalb der ND CIA Tiere wiederfinden. Uberraschenderweise stellte sich bei den
normalgewichtigen ND Tieren ein signifikanter Einfluss der CIA dar. So kam es bereits
4 Wochen nach Immunisierung zu einer starken Infiltration der CLS ins Fettgewebe, die
bei keiner anderen Gruppe vergleichbar ausgepréagt war (Abbildung 15).

Die Ursache dieser hohen, friihzeitigen Infiltrationszahl der ND CIA Gruppe lief3 sich
anhand der in diesem Projekt erhobenen Daten auf die Interaktion zwischen
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chronischem Entziindungszustand und den akuten entzindlichen Stimulus bei HFD
Tieren durch die CIA-Induktion zuriickfuhren. So kam es moglicherweise durch den mit
der HFD induzierten chronischen Entziindungsprozess zu einer verminderten, reaktiven
Entziindungsreaktion auf die CIA-Induktion. Da die entsprechenden Tiere bereits 6
Wochen lang vor Arthritis-Induktion mit einer HFD gefuttert wurden, stellten sich im
Fettgewebe bereits entzundliche Prozesse ein. Diese frihzeitige Entziindungsreaktion,
die sich bereits wenige Tage nach Beginn der HFD manifestieren kann, wurde bereits
bei Mdusen beobachtet und wird unter anderem auf eine friihzeitige Infiltration von
neutrophilen Granulozyten zuruckgefiihrt (Elgazar-Carmon et al. 2008). Folglich
konnte es durch die bereits vorhandenen inflammatorischen Prozesse, die eine erneute
Immunreaktion abmilderten, zu keiner erneuten Zunahme invadierender Makrophagen
gekommen sein. Im Gegensatz dazu kam es durch das Fehlen bestehender
Entziindungsprozesse im Fettgewebe bei ND Tieren zu einer signifikant starken,
reaktiven Antwort auf den entzlndlichen Stimuli, was die hohe Anzahl von CLS zum 4
Wochenzeitpunkt erklaren konnte.

Die HFD-unabhangige hohe CLS Zahl verdeutlichte jedoch auch, dass die invadieren
Makrophagen nicht ausschlieBlich mit Ubergewicht bzw. Adipositas zusammenhingen.
So konnte man in einigen humanen Studien bei adipésen Menschen durch eine rasche
Gewichtsabnahme nur eine geringfligige, teilweise sogar keine Abnahme der CLS
feststellen (Burhans et al. 2018). Fur eine verstarkte Mobilisation wvon
Fettgewebsmakrophagen scheinen verschiedenste Faktoren die einen Einfluss auf die
Energie-Homdoostase haben, verantwortlich zu sein (Burhans et al. 2018). So kam es in
einer Studie bei Mdausen durch Kalteexposition zu einer verstarkten Synthese von IL-4,
was zu einer verstarkten Rekrutierung von Fettgewebsmakrophagen fihrte, die
wiederum vermehrt Katecholamine sezernierten (Nguyen et al. 2011).

Des Weiteren zeigte sich bei ND Tieren Uber den Zeitverlauf eine signifikant
kontinuierliche Abnahme der CLS, die sich gleichmaRig zur Abnahme der systemischen
inflammatorischen Aktivitat verhielt und interessanterweise durch eine positive
Korrelation mit den systemischen CRP-Werten bestétigt wurde (r2 = 0,36; Tabelle 31).
Verglich man die CRP-Konzentrationen bei HFD CIA Tieren mit den CLS-Scores Uber
den Zeitverlauf, so lieR sich im Gegensatz zu ND CIA Tieren, keine Korrelation
feststellen. Die CRP-Konzentrationen nahmen Uber den Zeitverlauf bei HFD CIA
Tieren signifikant ab, was sich als kontinuierliche Abnahme der systemischen

Entziindung interpretierbar ist, wohingegen die Anzahl der CLS konstant blieb
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(Abbildung 16). Dies zeigte, dass die Anzahl der CLS bei HFD CIA Tieren eher an das
Vorhandensein von Adipositas und weniger an den entziindlichen Stimulus der
Arthritis-Induktion gekoppelt waren, was folglich die im Vergleich zu ND CIA Tieren
geringe, aber konstante CLS Infiltration zusétzlich erklaren konnte.

Alternativ konnten auch die Inhaltsstoffe der HFD-Futterung, in Zusammenspiel mit
dem entzlindlichen CIA Stimulus, maRgeblich fir die verminderte Einwanderung der
CLS verantwortlich gewesen sein. Mit einem Fettanteil in Hohe von 58%, enthielt die
Dié&t neben Sojabohnendl vor allem auch Kokosnussol. Da in der Literatur sowohl pro-
als auch antiinflammatorische Eigenschaften beider Ole beschrieben wurden, die unter
anderem auf die enthaltenden und das Verhéltnis von Omega-3- und Omega-6-
Fettsauren zurickgefiihrt werden, ware ein Didt-spezifischer Effekt plausibel (Ludwig
et al. 2013), (Sokota-Wysoczanska et al. 2018). Eine genaue Aussage lasst sich jedoch
aufgrund der Komplexitat und heterogenen Studienlage nicht treffen. Um den Einfluss
von bestimmten Bestandteilen hochkalorischer Didten im Rahmen von entzindlichen
Erkrankungen besser zu verstehen, kdnnte man beispielsweise im Rahmen eines CIA-
Modells, selektiv spezifische Inhaltsstoffe hochdosiert als hochkalorische Diat

verabreichen und die entzlindlichen Prozesse im Fettgewebe untersuchen.

4.2 Entzundliche Veranderungen

4.2.1 Arthritis-Induktion

Insgesamt betrachtet konnte die Induktion der Arthritis sowohl bei ND als auch bei
HFD Tieren erfolgreich induziert werden, was durch signifikant hohere Gelenk-Scores
im Vergleich zu den gesunden Kontrollgruppen belegt werden konnte (Abbildung 21).
Auch in den systemischen CRP-Werten, die bereits von Hulser 2019 erhoben wurden,
wiesen CIA Tiere hochsignifikant hthere Messwerte im Vergleich zu den gesunden
Kontrollgruppen auf (Hulser 2019). Interessanterweise wiesen HFD CIA Tiere zum 4-
Wochenzeitpunkt erhéhte CRP-Werte, verglichen mit der entsprechenden ND CIA
Gruppe auf. Betrachtete man die Entwicklung des CRPs iber den Zeitverlauf, so kam es
zu einer signifikanten Abnahme im Zeitraum von 4 bis 7 Wochen bei allen CIA Tieren
(Halser 2019), was zum einen eine abklingende systemische Entziindungsaktivitét
darstellte und zum anderen auch die Kinetik des CIA-Modells einer selbstlimitierenden
Entziindung (Bessis et al. 2017), widerspiegelte. Gleichermallen liel3 sich diese

Abnahme, wenn auch in deutlich geringeren Umfang, im histologischen Gelenk-Score
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wiederfinden (Abbildung 22, Abnahme des Scores im Zeitraum von 5 bis 7 Wochen bei
allen CIA Tieren).

Im histologischen Scoring wurde neben der Zellinfiltration auch die Schwere der
Gelenkdestruktionen anhand von Schéden im Meniskus und Gelenkknorpel
berucksichtigt. Es ist bereits bekannt, dass Gelenkschaden, die wie in diesem CIA-
Modell durch eine anhaltende Synovitis verursacht wurden, auch beim Menschen im
Rahmen der RA nur langsam und hdufig nur durch medikamenttse Interventionen eine
Remission erfahren (Ito et al. 2018). Folglich lieRe sich die verminderte Abnahme des
Gelenk-Scores, im Vergleich zur Abnahme der systemischen CRP-Werte, durch die
verlangsamte gelenknahe Regeneration erklaren.

Die Induktion der HFD schien anhand der histologisch beurteilten Gelenke wéhrend der
Erkrankungsphase (Zeitraum 4- bis 7 Wochen) keinen signifikanten Einfluss auf die
Intensitdt und damit der inflammatorischen Aktivitat innerhalb Gelenke der CIA zu
haben. Auffallend war jedoch, dass HFD CIA Tiere zum 4 Wochenzeitpunkt im
Vergleich zu den ND CIA Tieren einen deutlich héheren Score aufwiesen. Weiterhin
gab es bei den ND CIA Tieren zum gleichen Wochenzeitpunkt wesentlich mehr Tiere,
die keine oder nur geringfugige histologische Entzlindungszeichen zeigten. VVon den
insgesamt sieben Tieren der ND CIA Gruppe, hatten drei Tiere einen Gelenk-Score von
null und ein Tier einen Gelenk-Score von eins. In der korrespondierenden HFD CIA
Gruppe hatte lediglich ein Tier einen Score von eins (Abbildung 21). Daraus l&sst sich
schlielen, dass die HFD-Induktion den Beginn der Gelenkarthritis beschleunigt haben
konnte, was sich auch durch die erhéhten CRP-Spiegel im ersten Zeitstadium bei HFD
CIA Tieren belegen liee (Hulser 2019). Dieses Phanomen wurde ebenfalls durch Kim
S-jae et al. bei DBA/1J Méusen in einem CIA-Modell beschrieben und l&sst sich nach
den Autoren auf die MIP2 abhéngige Infiltration von neutrophilen Granulozyten in das
Gelenk bei HFD Mausen zuriickfihren (Kim et al. 2017). Interessanterweise konnten
die Autoren, wie in diesem Projekt, keine HFD induzierten Unterschiede hinsichtlich
des Schweregrades der Arthritis Uber den Zeitverlauf (hier 4 bis 7 Wochen) beobachten.
Auch in einem weiteren CIA-Modell konnte bei DBA/1J Mausen durch die Induktion
einer HFD eine frihere und schwerere Arthritis im Vergleich zu den ND Tieren
beobachtet werden (Na et al. 2017). In der Arbeit von Kim S-jae et al. gab es zudem
Hinweise auf eine zeitlich verzégerte Remission der murinen Arthritis, die auf eine
vermehrte Aktivitat proinflammatorischer M1 Makrophagen bei HFD Tieren

zurlickgefuhrt wurde (Kim et al. 2017). In diesem Projekt lieBen sich jedoch keine
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Unterschiede hinsichtlich Remissionsgeschwindigkeit zwischen HFD und ND Tieren
sowohl in den CIA-Scores als auch anhand der systemischen CRP-Spiegel feststellen.
Somit hatte die HFD-Induktion keinen direkten Einfluss auf die Abnahme der
Entziindungsaktivitat. Einen indirekten Einfluss von Ubergewicht lieR sich jedoch in
humanen Studien feststellen. Beispielsweise zeigten verschiedene Untersuchungen, dass
die Effektivitat medikamentoser Therapien bei adipdsen Patienten mit RA vermindert
waren (Gremese et al. 2013), (Schafer et al. 2020).

Im Gegensatz dazu wurde in einem CIA-Modell mit einem anderen Mausstamm
(C57BL/6 Méuse) eine Verschlechterung der Gelenkinflammation, einhergehend mit
einer erhdhten Anzahl an Th17-Zellen bei HFD Tieren, beobachtet (Jhun et al. 2012).
Dies impliziert, dass es fur zukinftige Studien durchaus wichtig ist, Unterschiede
zwischen verschiedenen Mausstdammen zu berlcksichtigen, da neben HFD-induzierten
Unterschieden auch bereits die Inzidenz der CIA zwischen verschiedenen
Mausstammen variabel ist (Brand et al. 2007). Interessanterweise konnten auch beim
Menschen in  Studien geschlechterspezifische Unterschiede hinsichtlich des
Zusammenhangs zwischen RA und Adipositas beobachtet werden. So gibt es einerseits
Daten, die ein reduziertes Erkrankungsrisiko bei Mannern mit erhohten BMI Werten
aufzeigen (Turesson et al. 2016). Andererseits gibt es Daten, die bei adipdsen Frauen
eine vermindertes Ansprechen auf TNF-Inhibitoren belegen (Schafer et al. 2020). Dies
impliziert, dass durch die individuelle Anpassung der Medikation an Geschlecht und
BMI, die Effektivitat zukiinftiger Therapiestrategien verbessert werden konnte.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die HFD in diesem Modell keinen
signifikanten Einfluss auf die Intensitat der CIA hatte. Vielmehr schien die HFD den
Beginn der Arthritis zu beschleunigen. Da das Fettgewebe als endokrines Organ die
Fahigkeit besitzt, proinflammatorische Prozesse zu férdern (Proenca et al. 2014), kdnnte
die HFD und die damit induzierte Adipositas auch indirekt Gber die Adipokine

einen Einfluss auf den Manifestationszeitpunkt gehabt haben.
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4.3 Adipokine

4.3.1 Leptin

Der spezifische Einfluss von Leptin im Kontext der RA scheint trotz heterogener Daten
eher proinflammatorischen Charakters zu sein (Yoshino et al. 2011b), (Carrion et al.
2019). Interessanterweise konnte im aktuellen Projekt bereits im Rahmen der
Adipositas-Induktion beobachtet werden, dass es bei HFD CIA Tieren zu einer
frihzeitigen Manifestation der Arthritis gekommen war, da zum 4 Wochenzeitpunkt
wesentlich mehr HFD als ND Tiere inflammatorische Prozesse aufwiesen. Betrachtete
man nun die lokale Leptin-Expression in den Gelenken (Abbildung 25 und 26), die
anhand des Leptin-Scores beurteilt wurden, so zeigten sich bei HFD CIA Tieren zum 4
Wochenzeitpunkt deutlich hohere Scores, im Vergleich zu den ND CIA Tieren im
gleichen Zeitintervall. Dies impliziert, dass die hohe Leptin-Expression in
Zusammenhang mit dem friihzeitigen Krankheitsgeschehen bei HFD Tieren stehen
konnte. Auch in der Literatur gibt es Studien, die anhand eines Tiermodells
proinflammatorische Wirkungen des Leptins beobachten konnten. So zeigte sich in
einem murinen CIA-Modell, dass Leptin die Thl7-Zellantwort verstarken kann und
folglich eine gesteigerte Gelenkentziindung zur Folge hatte (Deng et al. 2012). In der
gleichen Studie konnte neben der verstarkten Entzlindungsaktivitat auch durch eine
intraartikuldre Injektion von Leptin in die Kniegelenke der Mause nach bereits
induzierter CIA, eine frihzeitige und schwerere Arthritis beobachtet werden, die sich
ungefahr eine Woche vor den Kontrollgruppen manifestierte (Deng et al. 2012). Diese
Beobachtungen unterstiitzen die Datenlage dieses Projektes und lassen eine wesentliche
Beteiligung des Leptins an dem fruhzeitigen Entziindungsgeschehen bei HFD Tieren
schlussfolgern. In einem Tiermodell bei Leptin defizienten Mausen konnte zudem
gezeigt werden, dass der Schweregrad der Arthritis, sowie die IL-1p und TNF-a
Konzentrationen im Synovium des Kniegelenkes im Vergleich zu den Kontrollgruppen
vermindert waren (Busso et al. 2002), was die proentziindliche Rolle des Leptins
zusatzlich unterstitzt.

Des Weiteren korrelierten Kdrpergewicht und systemische Leptin-Spiegel bei gesunden
HFD (r2 = 0,3555) und vor allem bei HFD CIA Tieren (r2 = 0,5929). Dieser
Zusammenhang zwischen Koérpergewicht bzw. BMI und systemischen Leptin-Spiegeln,
der auch in der Literatur bekannt ist (Jéquier 2002), impliziert dass durch die Adipositas

bei HFD Tieren gewissermalien auch hohere Leptin Messwerte vorhanden waren. Dies
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wurde dadurch bestétigt, dass HFD CIA Tiere zum 4 Wochenzeitpunkt das hochste
Korpergewicht innerhalb aller HFD CIA Gruppen zu allen Zeitpunkten aufwiesen
(Abbildung 8). Es erscheint demnach durchaus nachvollziehbar, dass durch eine héhere
Konzentration und Expression von Leptin die proinflammatorischen Eigenschaften des
Hormons mit flr die frihzeitige Manifestation der Arthritis bei HFD Tieren
verantwortlich gewesen sein konnte.

Interessanterweise lassen sich auch in humanen Studien Zusammenhange zwischen
Leptin und der RA herstellen. Einige Studien zeigten, dass Patienten mit RA erhohte
Leptin-Spiegel aufwiesen und die erhohten Spiegel mit dem Schweregrad der
Erkrankung zusammenhingen (Yoshino et al. 2011b), (Lee et al. 2007). Andere konnten
keinen quantitativen Unterschied zwischen gesunden und Patienten mit RA feststellen
(Hizmetli et al. 2007), (Tian et al. 2014). Vergleicht man nun die systemischen Leptin
Messwerte im Tiermodell, die bereits durch Hilser 2019 erhoben wurden, mit der
lokalen Leptin-Expression im Gelenk, fallen deutliche Unterschiede auf (Hilser 2019).
Wie Dbereits durch Hulser 2019 beschrieben kam es durch die CIA-Induktion sowohl bei
ND als auch HFD Tieren, zu einer starken Reduktion der Leptin Messwerte zu allen
Zeitpunkten, im Vergleich zu den gesunden Kontrollgruppen. Interessanterweise lieRen
sich diese Messwerte auf die lokale Leptin-Expression nicht tibertragen, da die dortige
Expression nur bei HFD Tieren und nur zum 5,5- und 7 Wochenzeitpunkt durch die
CIA-Induktion signifikant reduziert wurde (Abbildung 25). Zudem kam es bei den
lokalen Messwerten zu einer vergleichsweise geringeren Reduktion der Scores.

Im Gegensatz zu diesen Daten zeigten Synovia-Proben bei Patienten mit RA erniedrigte
Leptin Konzentrationen im Vergleich zu systemischen Plasmaproben (Bokarewa et al.
2003), (Toussirot et al. 2015). Daraus lasst sich schlieRen, dass die Ubertragbarkeit der
murinen Leptin-Regulation auf den Menschen nur einschrankt moglich ist. Im
Tiermodell schienen lokale und systemische Leptin-Expression unterschiedlich auf den
Entzundungsstimulus zu reagieren, was auch indirekt durch das &hnliche Verhalten des
lokalen und systemischen Leptins bei gesunden HFD Tieren bestétigt wurde. So kam es
bei gesunden HFD Tieren sowohl systemisch als auch im lokalen Gelenk zu einer
Zunahme der Leptin-Konzentration Uber Zeitraum von 4 bis 7 Wochen. Bei einigen
Adipokinen, wie beispielsweise Adiponektin, sind bereits unterschiedliche Wirkungen
im systemischen Kreislauf und im lokalen Gelenk beschrieben worden (Tang et al.

2007), (Neumann et al. 2011). Dies legt nahe, dass auch die Wirkung und Regulierung
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von Leptin sehr komplex und von den an dem Wirkungsort vorherrschenden Milieu
abhangig sein konnte.

Da die systemischen Leptin-Spiegel mit dem BMI bzw. dem Kdérpergewicht der Tiere
positiv korrelierten, lieRe sich, wie durch Hilser 2019 beschrieben, die starke Reduktion
durch einen erhohten Energierumsatz und Energiebedarf der Tiere wahrend der
Erkrankung teilweise begriinden (Hulser 2019). AuBerdem konnten die CIA Tiere ihre
Nahrungsaufnahme durch die Krankheitsinduktion und den damit verbundenen
Schmerzen, reduziert haben. Dies wirde zum einen durch eine Abnahme des
Korpergewichtes (Abbildung 8) sowie durch die Abnahme der Leberverfettung
(Abbildung 11) bestatig werden. Unklar verbleibt jedoch, warum die systemischen
Leptin-Spiegel auch bei ND CIA Tieren so deutlich reduziert wurden, da anhand der
metabolischen Scores HFD CIA Tiere sowohl bei Korpergewicht als auch Leber-Score
wesentlich starker von der Reduktion betroffen waren.

Vergleicht man lokale Leptin-Spiegel bei CIA Tieren mit den entsprechenden CRP-
Werten, so konnte nur bei HFD CIA Tieren eine positive Korrelation beobachtet
werden. Systemische Leptin-Spiegel wiesen bei CIA Tieren jedoch keine Korrelation zu
den CRP-Werten auf, was sich auf die starke Reduktion durch die CIA-Induktion
zurlickfihren lasst. Auch in der humanen Literatur liefert der Zusammenhang zwischen
Leptin und CRP keine eindeutigen Ergebnisse. So gibt es Studien, die einen positiven
Zusammenhang zwischen systemischem Leptin- und CRP-Spiegeln bei Patienten mit
RA zeigten (Yoshino et al. 2011b), aber auch Studien die einen inversen
Zusammenhang zwischen IL-6 und CRP zu systemischen Leptin-Spiegeln bei Patienten
mit RA beobachten konnten (Popa et al. 2005). Die heterogene Datenlage lasst sich aber
auch durch die in einigen Studien niedrige Fallzahl und durch geschlechter- sowie
therapiespezifische Unterschiede der untersuchten Patienten erklaren.

Die Adipositas-Induktion schien einerseits die Menge des systemischen Leptins und
andererseits auch die lokale Expression, zumindest zu Beginn der Entzlindung, zu
erhdhen. Letztere konnte folglich die Entstehung der Arthritis beschleunigt haben. Die
Abnahme der lokalen Leptin-Expression im Zeitverlauf konnte, dhnlich wie die
systemischen CRP-Werte, das Abklingen der Entziindung widerspiegeln, was durch
eine positive Korrelation zwischen CRP und Leptin-Score bei HFD CIA Tieren
unterstrichen wird (r2 = 0,4570). Fur den CIlA-Score liel3 sich eine vergleichbare
Korrelation nicht herstellen. Dies lieRe sich dadurch erkldren, dass im histologischen

Gelenk-Score vor allem die bleibenden Schéden, wie beispielsweise Knorpel- und
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Meniskusschéden, beurteilt wurden und die Reparationszeit und folglich auch
Remissionszeit, im Vergleich zur systemischen Abnahme der CRP-Konzentration
zeitlich verzégert war.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es zwischen dem lokalen und dem
systemischen Kreislauf durch die CIA-Induktion zu einer unterschiedlichen Expression
und womdglich auch Regulation des Leptins gekommen ist. Aus diesem Grund, sollten
maogliche therapeutische Ansatze diese Diskrepanz berticksichtigen und moglichst eher
selektiv im lokalen, betroffenen Gelenk ihre Wirkung entfalten.

4.3.2 Visfatin
Die Wirkung von Visfatin wird im rheumatologischen Kontext tberwiegend als eher
proinflammatorisch beschrieben (Brentano et al. 2007), (Moschen et al. 2007). So gibt
es murine Studien, in denen durch die Inhibition der Nampt-Aktivitat der Schweregrad
der Arthritis verringert werden konnte (Busso et al. 2008). In einem CIA-Modell bei
Visfatin defizienten DBA/1J Mausen konnte ebenfalls eine Reduktion der
Entzlindungsaktivitat beobachtet werden (Li et al. 2019).
Diese Daten implizieren einen proinflammatorischen Effekt des Visfatins im Kontext
von murinen CIA-Modellen. Im aktuellen Projekt lieR sich jedoch kein direkter
inflammatorischer Einfluss des Visfatins auf den Schweregrad der Arthritis feststellen,
da sich weder eine Korrelation zwischen Visfatin- und CIA-Score, noch zwischen
systemischen Visfatin-Spiegeln und dem CIA-Score darstellen liel3. Interessanterweise
zeigte jedoch die Kombination aus CIlA-Induktion und HFD 4 Wochen nach
Immunisierung eine signifikante Zunahme der lokalen Visfatin-Expression, im
Vergleich zu gesunden HFD und erkrankten ND Tieren, welche im weiteren Zeitverlauf
wieder signifikant abnahm (Abbildung 29 und 30). Diese Kinetik fiel bereits bei der
lokalen Expression des Leptins auf und wurde, aufgrund des Kkorrelativen
Zusammenhangs zum Koérpergewicht (Jéquier 2002), im Kontext einer friihzeitigen
Arthritis-Manifestation diskutiert. 4 Wochen nach CIA-Induktion zeigten mehr HFD
CIA Tiere inflammatorische Gelenkprozesse und hohere lokale Leptin- und Visfatin-
Konzentrationen. Bisher wurden die ,,verfriihten* Entziindungszeichen im Kontext der
HFD und der lokalen Leptin-Expression diskutiert. Eine friihzeitige Arthritis-
Manifestation konnte jedoch auch unabhdngig von diétetischen Einflussen, durch
Visfatin induziert worden sein. Hinweise dafur liefert eine Studie von Lie et al., bei der
es im Rahmen eines CIA-Modells bei Visfatin defizienten DBA/1J M&usen, unabhdngig
96



von diatetischen Einflussen, zu einer verzogerten Manifestation der Arthritis gekommen
war. Folglich konnte Visfatin einen beschleunigenden Einfluss auf den Beginn der CIA
gehabt haben, was in diesem Projekt durch die signifikant hohere Visfatin-Expression
im Gelenk bei HFD CIA Tieren bestétigt werden wiirde. Aullerdem zeigte sich bei ND
CIA Tieren erst verspatet, also nach 5,5 Wochen, eine deutliche Zunahme des Scores,
die schlie3lich wieder signifikant abnahm (Abbildung 30).

In einer weiteren Studie konnte zudem durch die selektive Inhibierung von Visfatin eine
verminderte IL-6 Synthese durch Makrophagen sowie eine verlangsamte klinische
Progredienz der CIA bei DBA/1 Méusen beobachtet werden, was die proentziindliche
Rolle des Adipokins unterstutzt (Présumey et al. 2013).

In humanen Studien konnten bei Patienten mit RA erhohte Serum Visfatin-Spiegel im
Vergleich zu gesunden Patienten beobachtet werden (Lee und Bae 2018), (Franco-
Trepat et al. 2019). Zudem korrelierten Visfatin Konzentrationen bei Patienten mit RA
sowohl in Proben aus der Gelenkflussigkeit als auch in Serumproben mit dem
Schweregrad der Arthritis und der klinischen Entziindungsaktivitat (Brentano et al.
2007). Dies impliziert, auch in Anlehnung an die lokale Visfatin-Expression in diesem
Projekt, dass Visfatin malRgeblich an entziindlichen Prozessen im Gelenk beteiligt sein
konnte. Zudem konnte Visfatin einerseits als diagnostischer Parameter zur Evaluation
der Krankheitsintensitat und andererseits auch zur Verlaufskontrolle der RA bestimmt
werden (Franco-Trepat et al. 2019).

Neben einem diagnostischen Nutzen lieBe sich mdglicherweise auch therapeutisch
durch eine selektive Antagonisierung, zumindest im arthritischen Gelenk, eine
Krankheitsremission erreichen. Vergleichbare molekulare Antagonisten, die speziell in
die Visfatin vermittelte NAD-Synthese eingreifen, wurden bereits in Studien mit
geringer Probandenzahl im Rahmen von Krebstherapien getestet, erwiesen sich aber
aufgrund des Nebenwirkungsspektrums als unzureichend effektiv und benétigen
weiterer Forschung (Heideman et al. 2010), (Franco-Trepat et al. 2019). Der
therapeutische Einsatz spezieller Visfatin-Inhibitoren ist zudem bei der RA als
systemische Autoimmunerkrankung Kkritisch zu sehen, da Visfatin eine bedeutende
Rolle im Rahmen der zellularen NAD Synthese einnimmt, welches wiederum als
essentielles Coenyzm an verschiedensten metabolischen Prozessen beteiligt ist. Die
Nebenwirkungen einer systemischen Antagonisierung koénnten womdglich den
Symptomen eines NAD-Mangels und dem Krankheitsbild Pellagra ahneln (Wan et al.

2011). Eine Antagonisierung scheint daher nur im lokalen, gelenknahen Kontext

97



sinnvoll zu sein, was folglich keiner kurativen systemischen Therapie, sondern vielmehr
die Linderung gelenkpezifischer Entziindungsprozesse unterstiitzen kénnte.

Unklar verbleibt der Zusammenhang zwischen HFD-induziertem Ubergewicht und
Visfatin. So konnten in einigen Studien bei adipésen Menschen erhéhte Serum Visfatin-
Spiegel nachgewiesen werden (Chang et al. 2011). Zudem kam es durch eine
Gewichtsabnahme mittels bariatrischer Chirurgie zu einer signifikanten Abnahme der
Visfatin-Serumspiegel bei adipdsen Frauen (Terra et al. 2012). Im Gegensatz dazu
fiihrte die Induktion einer HFD bei Mdusen zu einer Reduktion von Visfatin (Yoshino et
al. 2011a), (Nielsen et al. 2018). Anhand der in diesem Projekt erhobenen Daten lief3
sich jedoch kein spezifischer Zusammenhang zwischen Ubergewicht und Visfatin-
Expression erkennen (Abbildung 8, 30). Gleichermalien wiesen gesunde ND und HFD
Tiere keine signifikanten Unterschiede in den systemischen Visfatin-Spiegeln auf
(Abbildung 39). Auffallend war jedoch, dass die Induktion der CIA und damit die Gabe
eines entzindlichen Stimulus, diese Tendenzen der gesunden Tiere veranderte. So kam
es vor allem bei HFD CIA Tieren ausgehend von geringen Serumspiegeln in der 4
Wochengruppe zu einer deutlichen Zunahme 5,5 Wochen nach Immunisierung
(Abbildung 39). Gegenteilig verhielt sich die lokale Visfatin-Expression, die ihr
Maximum in der 4 Wochengruppe hatte und ber den weiteren Zeitverlauf signifikant
abnahm. Systemische und lokale Visfatin Konzentrationen stimmten folglich nicht
uberein und verhielten sich durch die CIA-Induktion teilweise entgegengesetzt.

Die bereits beschriebenen Gemeinsamkeiten der lokalen Visfatin- und Leptin-
Expression, spiegelten sich auch in den Korrelationsanalysen wieder. So kam es bei
samtlichen Gruppen zu einem korrelativen Zusammenhang zwischen Visfatin- und
Leptin-Scores (Tabelle 33). Dies impliziert, dass sich sowohl Leptin als auch Visfatin
im lokalen Gelenk é&hnlich verhielten und womdglich auch reguliert wurden.
Interessanterweise konnte in einer Studie an C57BL/6JBomTac Mé&usen durch die Gabe
von Leptin eine Erhéhung der NAMPT-Spiegel (Visfatin) im Hypothalamus beobachtet
werden (Guia et al. 2020), was ebenfalls einen Zusammenhang von Visfatin und Leptin
in anderen korpereignen Strukturen impliziert. Im Gegensatz dazu liel sich in dieser
Arbeit jedoch kein Zusammenhang zwischen systemischen Konzentrationen von
Visfatin und Leptin feststellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich in diesem Projekt kein direkter Einfluss
von Visfatin, auf die Intensitdt der CIA feststellen lieR. Allerdings implizierte die

ausgepragte, lokale Visfatin-Expression bei HFD CIA Tieren bereits 4 Wochen nach
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Immunisierung, dass Visfatin die entzundlichen Prozesse beschleunigt haben und
folglich eine bedeutende Rolle als Entziindungsmediator konnte. Um diesen
Zusammenhang genauer zu beleuchten, konnten in zukinftigen Studien mit einem
vergleichbaren HFD-CIA-Modell, zusétzlich Visfatin-defiziente M&use hinsichtlich der
zeitlichen Arthritis-Manifestation, aber auch der Intensitat der Arthritis, untersucht

werden.

4.3.3 Adiponektin

Im Vergleich zu Leptin und Visfatin, sind fir Adiponektin in der Literatur bereits eine
Vielzahl von gegensatzlichen Wirkungen beschrieben worden. So scheint Adiponektin
im systemischen Kreislauf protektiv hinsichtlich der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes
oder einer Insulinresistenz zu wirken. Zudem Dbesitzt das Zytokin auch
antiinflammatorische ~ Fahigkeiten,  die  beispielsweise  das Risiko  von
atherosklerotischen Geféal3verdnderungen reduzieren (Fatel et al. 2018). Adiponektin
verfugt im rheumatologischen Kontext eher tber proinflammatorische Eigenschaften,
indem es beispielsweise die Synthese von proinflammatorischen Substanzen wie
Prostaglandin E2, IL-6, IL-8, MMPs-1 fordern kann (Frommer et al. 2010).
Interessanterweise lieBen sich auch in diesem murinen CIA-Modell Hinweise fir
unterschiedliche Wirkungen des Adiponektins beobachten.

Wie bereits bei Leptin und Visfatin beschrieben, kam es bei HFD CIA Tieren zum 4
Wochenzeitpunkt zu einer signifikant hoheren Adiponektin-Expression im Gelenk, im
Vergleich zu den gesunden HFD und den erkrankten ND Tieren, welche im Zeitverlauf
wieder signifikant abnahm (Abbildung 33 und 34). 4 Wochen nach Arthritis-Induktion
zeigten mehr HFD CIA Tiere inflammatorische Gelenkprozesse sowie hohere lokale
Expressionen aller untersuchten Adipokine Leptin, Visfatin und Adiponektin. Folglich
konnte auch Adiponektin in Zusammenhang mit der HFD frihzeitig entzindliche
Prozesse im Gelenk begunstigt haben. Unterstiitzt wird dies auch indirekt durch die ND
CIA Tiere, bei denen es erst 5,5 Wochen nach Immunisierung zu einer Zunahme der
lokalen Adiponektin-Expression kam, die schlieBlich ebenfalls wieder 7 Wochen nach
CIA-Induktion abgenommen hatte (Abbildung 34).

In einem murinen CIA-Modell mit DBA/1J Méausen konnte durch die intraartikuldre
Injektion von Adiponektin eine friihzeitige und intensivere Arthritis induziert werden
(Sun et al. 2015). Interessanterweise kam es in der gleichen Studie, in der friihen Phase
der Arthritis (Tag 35 nach erstmaliger Immunisierung) zu einer deutlich erhéhten
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Adiponektin-Expression im Gelenk, die jedoch 45 Tage nach erstmaliger Arthritis
wieder abnahm. Die untersuchten DBA/1J Mause erhielten wéhrend des
Studienverlaufs keine hochkalorische Diét. Vergleicht man nun diese Ergebnisse mit
den erhobenen Adiponektin-Scores in diesem Projekt, so kam es bei ND CIA Tieren zu
sehr dhnlichen Zeitpunkten einerseits zu einer Erhdhung der lokalen Adiponektin-
Signalantwort (5,5 Wochen, entspricht Tag 38) und andererseits 7 Wochen nach
Immunisierung (entspricht Tag 49) zu einer Abnahme der Expression. AufRerdem
zeigten die ND CIA Tiere, wie an Tag 35 in der Studie von Sun et al., zum 5,5
Wochenzeitpunkt den hochsten Adiponektin- sowie den hodchsten CIA-Score
(Abbildung 21), was fir einen proinflammatorischen Effekt des Adiponektins im
gelenknahen Kontext spricht. In einer weiteren murinen Studie an DBA/1J Mdusen
konnte ebenfalls durch die intraartikuldre Injektion von Adiponektin eine starkere
synoviale Entziindungsreaktion beobachtet werden (Liu et al. 2020). Das
Zusammenspiel von HFD und Adiponektin wurde von Sun et al. nicht untersucht,
allerdings scheint es durchaus moglich, dass zusétzlich zur Wirkung des Adiponektins,
die HFD-Induktion den Beginn der Arthritis beschleunigte. Dies wirde durch die hohe
lokale Adiponektin-Expression der HFD CIA Tiere in der 4 Wochengruppe (Tag 28)
bestéatigt werden.

Interessanterweise hatten bereits auch Deng et al. eine friihzeitige und starkere Arthritis
in einem CIA-Modell beschrieben, was den Autoren zufolge auf eine verstarkte
Aktivitat der Th-17 Zellen durch Leptin zurtickzufiihren war. Auch Sun et al. flhrten
die frihzeitige Arthritis auf eine verstarkte Aktivitdt von Th-17 Zellen zurick, die
jedoch laut dieser Studie durch Adiponektin stimuliert wurde. Folglich sollten weitere
Versuche mit anderen Adipokinen durchgefiihrt werden, um die jeweilige Rolle des
Adipokins in Zusammenhang mit der Th-17 Aktivitat und einer damit einhergehenden
verfriihten und verstarkten Arthritis, besser beurteilen zu kénnen.

Einen weiteren Erklarungsansatz biete eine Studie von Kontny et al., in der durch
Adiponektin RASF starker auf einen proinflammatorischen Stimulus reagierten (Kontny
et al. 2015). Dies unterstitzt die Datenlage, dass die hohe Adiponektin-Expression in
diesem Projekt eine friihzeitige und starkere Entziindungsreaktion im Gelenk bedingt
haben kann und dass Adiponektin vor allem in der friihen Phase der RA eine essentielle
Rolle als Entziindungsmediator spielt.

Da Adipokine vor allem von weillem Fettgewebe synthetisiert und freigesetzt werden

(Proenca et al. 2014), wére es durchaus logisch, dass die HFD eine vermehrte
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Freisetzung des Adiponektins bedingte. Schlussfolgernd wiirde das bedeuten, dass auch
bei gesunden HFD Tieren eine Erhohung der lokalen Adiponektin-Expression zu
beobachten gewesen ware. Es liel? sich jedoch kein solcher Zusammenhang darstellen,
da sich die Anzahl Adiponektin positiver Zellen im Gelenk zwischen gesunden ND und
HFD Tieren nicht unterschied (Abbildung 33). Folglich bedingt die HFD-Induktion fir
sich, keine Erhohung der lokalen Adiponektin-Expression, sondern vielmehr in
Zusammenspiel mit dem entzlndlichen Stimulus durch die CIA-Induktion. Auch die
systemischen Adiponektin-Spiegel, die bereits von Hilser 2019 erhoben wurden,
erfuhren durch die HFD-Induktion keine Zunahme, vielmehr kam es bei gesunden HFD
Tieren zu einer leichten Abnahme, 7 Wochen nach Immunisierung (Hulser 2019).
Letzteres ist bereits in der Literatur als antiproportionaler Zusammenhang zwischen
systemischem Adiponektin-Konzentrationen und dem Korpergewicht bzw. BMI
beschrieben worden (Hu et al. 1996), (Nigro et al. 2014), (Gariballa et al. 2019).

In einigen human Studien sind hohe Adiponektin-Spiegel mit einem verminderten
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert (Hotta et al. 2000). Diese
antiinflammatorischen Eigenschaften des Hormons stehen im Gegensatz zu den bisher
im gelenknahen Kontext diskutierten proinflammatorischen Wirkungen. Vergleicht man
die lokale und systemische Adiponektin-Konzentration bei HFD CIA Tieren, so lieR
sich ein inverser Zusammenhang feststellen (r2 = 0,45; Abbildung 46). Im Gegensatz zu
der hohen lokalen Expression wiesen HFD CIA Tiere 4 Wochen nach Immunisierung
niedrige systemische Adiponektin-Spiegel auf. Zudem lieR sich Uber den Zeitverlauf
eine Zunahme der systemischen Konzentration, entgegengesetzt zur lokalen Expression,
beobachten. Des Weiteren korrelierten systemische CRP-Werte mit der Hohe des
Adiponektin-Scores bei HFD CIA Tieren (Abbildung 46). Umgekehrt kam es bei hohen
systemischen  Adiponektin-Spiegeln zu geringen systemischen CRP-Werten.
Interessanterweise konnte auch in einer humanen Studie bei Patienten mit RA ein
inverser Zusammenhang zwischen CRP- und systemischen Adiponektin-Spiegeln
beobachtet werden, bei dem die Patienten trotz schwerer RA und hohem CRP
verminderte Adiponektin-Spiegel aufwiesen (Gonzalez-Gay et al. 2008). Auch
unabhéngig von arthritischen Erkrankungen, konnte bei adipdsen Frauen ein inverser
Zusammenhang zwischen systemischen CRP- und Adiponektin-Spiegeln beobachtet
werden (Menezes et al. 2019). Im Gegensatz dazu gibt es auch humane Studien, die eine

positive Korrelation zwischen Schweregrad der RA sowie dem radiologischen
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Gelenkschaden und den systemischen Adiponektin-Spiegeln beobachten konnten (Rho
et al. 2009), (Klein-Wieringa et al. 2011).

Trotz der heterogenen Datenlage finden sich einige Hinweise, dass im Zuge der
systemischen Abnahme der CRP-Werte und der damit einhergehenden signifikanten
Zunahme der systemischen  Adiponektin-Konzentrationen,  Adiponektin  im
systemischen Kontext an antiinflammatorischen Prozessen beteiligt sein konnte (Folco
et al. 2009). Eine hohe lokale Adiponektin-Expression war in diesem Projekt mit hohen
CRP-Werten assoziiert und spiegelte den proinflammatorischen Einfluss auf das
gelenknahe Entzlindungsgeschehen wieder (r2= 0,54; Abbildung 46).

Die verschiedenen Eigenschaften des Adiponektins und die heterogenen
Studienergebnisse lassen sich moéglicherweise durch die unterschiedlichen Isoformen
und Rezeptoren des Hormons erkléren (Garaulet et al. 2007). In diesem Projekt wurden
mit dem verwendetem ELISA-Kit sémtliche Isoformen des Adiponektins gemessen,
was eine spezifische Aufschlusselung Isoformen abhangiger Effekte nicht zulieR. Die
Komplexitat des Adiponektins und dessen heterogene Eigenschaften erschweren zudem
die Entwicklung zielgerichteter Therapiestrategien. Es konnten jedoch bereits Isoform
spezifische monoklonale Antikdrper gegen Adiponektin hergestellt werden, die auch in
einem CIA-Modell an DBA/1J Mdusen eine Reduktion der Gelenkentziindung sowie
eine geringfugige Reduktion von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-o und IL-6
erzielen konnten (Lee et al. 2018). Interessanterweise gibt es jedoch auch Adiponektin-
Rezeptor-Agonisten, wie beispielsweise ,,AdipoRon“, durch den in murinen Studien
signifikante antidiabetische Effekte vermittelt sowie proinflammatorisch codierende
Gensequenzen flr Zytokine wie IL-6 in ihrer Expression reduziert wurden (Okada-
Iwabu et al. 2013). Auch im Rahmen einer onkologischen Studie konnte durch die Gabe
von ,AdipoRon“ das Wachstum pankreatischer Tumorzellen reduziert werden
(Messaggio et al. 2017). Dies impliziert, dass Adiponektin neben der RA auch flr
weitere  Krankheitsentitdten ein  attraktives therapeutisches Ziel darstellt.
Madglicherweise lassen sich zukunftig durch die selektive Beeinflussung Adiponektin
vermittelter Signalkaskaden proinflammatorische Wirkungen, beispielsweise im
Rahmen der RA unterbinden und gleichzeitig antiinflammatorische Effekte, wie
antidiabetische sowie anti-atherosklerotische Prozesse, fordern. Eine therapeutische
Antagonisierung aller Isoformen scheint jedoch aufgrund der zu erwartenden
Nebenwirkungen und des limitierten  Nutzen-Risiko-Verhaltnisses  nicht

empfehlenswert.
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Zusammenfassend kam es bei allen HFD CIA Tieren zu einer Zunahme aller lokal
untersuchten Adipokin-Expressionen. Trotz verschiedener Parallelen in der Literatur,
lie} sich in diesem Projekt eine spezifische Ursache, dass wesentlich mehr HFD CIA
Tiere bereits 4 Wochen nach Immunisierung erkrankt waren, nicht eindeutig
herausarbeiten. Allerdings impliziert die Tatsache, dass dies nur bei HFD Tieren
beobachtet werden konnte, einen definitiven Zusammenhang mit Ubergewicht bzw.
Adipositas. Um den selektiven Einfluss der Adipokine Leptin, Visfatin und Adiponektin
genauer analysieren zu konnen, musste in zukinftigen Studien anhand eines
vergleichbaren HFD-CIA-Modells, eine selektive Inhibition der jeweiligen Adipokine

erfolgen.
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5. Zusammenfassung

Die RA als chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung gewinnt global gesehen und
vor allem in der westlichen Welt zunehmend an Bedeutung. Trotz intensiver Forschung
hat bis heute noch kein kurativer Therapieansatz den klinischen Alltag erreichen
kénnen, was vor allem auf die multifaktorielle Pathogenese der Erkrankung
zuriickgefuhrt wird (Woolf et al. 2012), (Robert Koch Institut 2015).

Ziel dieser Arbeit war es spezifische Scores zur Charakterisierung und Einteilung der in
einem CIA-Modell induzierten Arthritis zu erarbeiten, um einerseits maogliche
Adipositas-induzierte Verénderungen auf die Intensitat und Progredienz der Arthritis
untersuchen zu kdnnen und andererseits die Rolle von Adipokinen wie Leptin, Visfatin

und Adiponektin im Rahmen der entziindlichen Arthritis zu evaluieren.

Die induzierte Adipositas hatte in diesem Mausmodell keinen direkten Einfluss auf die
Schwere der Arthritis, jedoch zeigten (Ubergewichtige Tiere fruher arthritische
Gelenksverdnderungen und damit Krankheitszeichen. Dies impliziert, dass auch beim
Menschen eine Adipositas zu einer friiheren Krankheitsmanifestation fiihren kénnte und
folglich trotz heterogener Studienlage als Risikofaktor beriicksichtigt werden sollte
(George und Baker 2016). Zudem verdichten sich die Hinweise, dass sich die
Adipositas auch negativ auf die Effektivitit medikamentdser Therapiestrategien

auswirken kann (Schafer et al. 2020).

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit vor allem bei Ubergewichtigen Tieren eine
erhdhte gelenknahe Expression von Leptin, Visfatin und Adiponektin festgestellt
werden, die sich einhergehend mit systemischen und gelenksnahen Entziindungszeichen
sehr wahrscheinlich negativ und damit proentziindlich auf die Arthritis ausgewirkt
haben. Auffallend war, dass sich diese Beobachtungen in den systemischen Messwerten
aller untersuchten Adipokine nicht widerspiegelten und sich speziell bei Adiponektin
invers zueinander verhielten. Die Rolle der systemischen vs. lokalen Adipokine sollte
folglich auch beim Menschen differenziert betrachtet werden, da zudem bereits
unterschiedliche Wirkungen im gelenknahen und systemischen Kontext beobachtet
werden konnten (Frommer et al. 2010), (Orlando et al. 2019).

104



Aufgrund des proinflammatorischen Einflusses der Adipokine im lokalen Gelenk
scheint eine selektive Beeinflussung der durch Adipokine vermittelten Signalkaskaden
durchaus attraktiv. Jedoch sollten sich die Entwickler dieser Therapiestrategien der
lokalisationsabh&ngigen Unterschiede in Bezug auf Wirkung und Regulation bewusst
sein  und moglichst lokal, aufgrund eines hohen zu erwartenden

Nebenwirkungspotentials und nicht systemisch ihre Wirkung entfalten.
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6. Summary

RA is a chronic systemic inflammatory autoimmune disease with increasing influence
globally and especially in the Western world. Despite intensive research, therapies are
not curative yet, due to the multifactorial pathogenesis of RA (Woolf et al. 2012),
(Robert Koch Institut 2015). The objective of this work was to develop specific scores
for characterisation and classification of arthritic processes in a murine CIA-model, to
examine obesity induced changes on intensity and progression on the one hand and on
the other hand to evaluate the role of adipokines like leptin, visfatin and adiponektin in
an arthritic setting. Induction of obesity did not have a significant influence on arthritis
severity, although obese animals showed earlier signs of disease compared to normal
weight animals. Transferred to human beings, obesity might accelerate onset of RA and
should be considered as a risk factor despite heterogeneous studies (George und Baker
2016). Additionally, there is increasing evidence that obesity reduces the effectiveness
of medication treatment in RA (Schafer et al. 2020) which emphasises the importance
of obesity in RA even if it does not have an direct effect on disease severity.
Interestingly, we could observe an elevated adipokine expression in the joints,
especially in obese animals which might have, according to elevated systemic and local
inflammation markers, a proinflammatory effect on joint arthritis. In contrast to that,
systemic adipokine expression did not match and especially for adiponektin an inverse
correlation could be observed. As a consequence, the effect and regulation of systemic
and local adipokine expression should be considered differentially. Moreover,
contrasting effects have already been described (Frommer et al. 2010), (Orlando et al.
2019). Due to the proinflammatory effects of adipokines in the local joint, a selective
interference of adipokine mediated signalling cascades seems to be an attractive therapy
target. However, attention should be paid to the various effects of adipokines depending
on the localisation, as systemic intervention might have several side effects, which

could be avoided by local application and impact of the medical treatment strategy.

106



7. Abbklrzungsverzeichnis

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

BMI aus dem engl. Body-Mass-Index

BSA Bovines Serumalbumin

CD Unterscheidungsgruppen (aus dem Engl. Cluster of

Differentiation)
CFA komplettes Freundsches Adjuvans (aus dem Engl. complete

Freund's adjuvant)

CIA Kollagen-induzierte Arthritis (aus dem Engl. collagen induced
arthritis)

CLS aus dem Engl. Crown-like structures

CRP C-reaktives Protein

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

et al. et alia (aus dem Lateinischen und andere)

EtOH Ethanol

FCS fetales Kélberserum (aus dem Engl. fetal calf serum)

HE Hé&malaun / Eosin

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

Ig Immunglobulin

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharide

MMP Matrix-Metalloproteasen

ND normale Diét (Standardfutter flir Méause)

RA rheumatoide Arthritis

RT Raumtemperatur

SF synoviale Fibroblasten

SNP single nucleotide polymorphisms

STAT aus dem Engl. Signal Transducers and Activators of

Transcription

TNF-a Tumornekrosefaktor o
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