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ZIEL DER ARBEIT

1. EINLEITUNG

1.1 Die Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) gehort zu den am haufigsten vorkommenden chronisch
entzlindlichen Autoimmunerkrankungen und betrifft primar die Gelenke (Smolen et al. 2016).
Die destruktive Progression der RA beginnt meist zunachst in den kleinen Gelenken, z.B. in
den Gelenken der Finger oder Zehen. Im weiteren Verlauf beféllt die RA meist symmetrisch
weitere Gelenke, darunter auch groRere Gelenke wie die des Knies, weshalb die RA auch als
Polyarthritis bezeichnet wird. Ein charakteristisches Merkmal der RA ist die entzlndliche
Aktivierung des Synoviums mit einhergehender Hyperplasie, was zu Schwellungen und
Schmerzen in den Gelenken fihrt. Neben Destruktionen von Gelenken und dem darunter
liegenden Knochen kdnnen auch zahlreiche systemische Komorbiditaten wie kardiovaskulare,
pulmonale, psychologische und muskuloskelettale Erkrankungen auftreten (Mclnnes und

Schett 2011).

1.1.1 Atiologie und Risikofaktoren

Die Inzidenz der RA liegt bei 0,5 bis 1% der Weltbevolkerung, wobei sie von Nord nach Sid (in
der nordlichen Hemisphare) und von stadtischen zu landlichen Gebieten abnimmt (Silman
1994; Alamanos und Drosos 2005). Auffallig ist, dass Frauen dreimal haufiger betroffen sind
als Manner. Die Ursache hierfir ist nicht abschlieBend geklart, jedoch scheinen hormonelle
Faktoren eine pathophysiologische Rolle zu spielen. Sowohl bei Mannern als auch bei Frauen
spielt das Alter eine wichtige Rolle, da die Pravalenz am hochsten bei Patienten ist, die alter
als 65 Jahre alt sind (Symmons et al. 2002). Zahlreiche weitere Faktoren, wie zum Beispiel
Genotypen und Umwelteinflisse, die sich in einem komplexen Zusammenspiel beeinflussen,
beglinstigen den Ausbruch der RA. Genomweite Studien implizieren, dass der Erkrankung
immunregulatorische Faktoren zugrunde liegen. Ein Beispiel hierfiir ist die spezifische
Assoziation mit dem humanen Leukozytenantigen (HLA) DRB1 Lokus bei RA Patienten, die
positiv flir den Rheumafaktor (RF), ACPA (engl. anti-citrullinated protein antibodies) oder
zyklisch citrullinierte Peptid (CCP) Antikdrper sind. Hier sind insbesondere Menschen fiir RA
anfallig, deren Allele ein gemeinsames Aminosauremotiv (QKRAA) in der HLA-DRB1-Region
enthalten, das als gemeinsames Epitop bezeichnet wird (Gregersen et al. 1987; Almeida et al.
2010). Diese Modifikation bewirkt, dass das Enzym Peptidylarginin-Deiminase bei post-

translationalen Prozessen vermehrt Argininreste zu Citrullinresten umwandelt und die auf
8
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diese Weise entstandenen citrullinierten Peptide vom Immunsystem nicht mehr als
Eigenpeptide erkannt werden konnen, wodurch Autoantikorper, die ACPA, gegen die
citrullinierten Peptide gebildet werden (Hill et al. 2003). Genetische Risikofaktoren, die im
Zusammenhang mit der RA stehen, werden haufig mit ACPA-positiver oder ACPA-negativer RA
assoziiert. Hier steht besonders der Umwelteinfluss ,Rauchen” im Fokus, der ein signifikantes
Risiko darstellt, eine RA zu entwickeln (Scott et al. 2010). Weitere Umweltfaktoren wie der
Konsum von Alkohol und Kaffee, der Vitamin D Status, die orale Einnahme von Kontrazeptiva
und Einflussfaktoren, die mit einem niedrigen sozio6konomischen Status einher gehen,
konnen den Ausbruch der RA beglinstigen, wobei es hierzu bislang nur wenige aussagekraftige

Studien gibt (Liao et al. 2009).

1.1.2 Pathophysiologie und Symptome der RA

Es wird angenommen, dass die in Kapitel 1.1.1 beschriebenen Risikofaktoren komplexe
autoimmune und inflammatorische Prozesse ausldosen, bei denen es zum Verlust der Toleranz
gegeniber Eigenproteinen kommt und die zum Ausbruch der RA fihren (Mahdi et al. 2009).
Die Autoimmunitat der RA wirkt sich dabei hauptsachlich in der als Synovium bezeichneten
Membran aus, die die Gelenkhdhle auskleidet und unter anderem durch die Produktion der
Gelenkflissigkeit fir die Beweglichkeit und Gleitfahigkeit der Gelenke zustandig ist. Die
genauen Mechanismen, wie es zum systemischen Toleranzverlust und somit Autoimmunitat
kommt und wie der systemische Toleranzverlust in Verbindung mit der Gelenkentziindung
steht, sind bislang nicht geklart. Die Immunaktivierung fihrt in einem komplexen
Zusammenspiel der Komponenten des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystem zu
einer Leukozyteninvasion in das Synovium, wodurch es zu einer entziindlichen Hyperplasie
des Synoviums und nachfolgenden Knorpel- und Knochenschadigungen kommt (Abbildung 1)

(Scott et al. 2010).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines gesunden humanen Gelenks (links) und eines entziindlich
veranderten RA-Gelenks mit synovialer Hyperplasie (rechts). Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Zellen des adaptiven als auch des angeborenen Immunsystems sind an der Initiierung und an
der Aufrechterhaltung der RA beteiligt, wobei vor allem T-Zellen, insbesondere bestimmte T-
Helfer (TH)-Zellen, TH1 und TH17, im betroffenen Synovium zu finden sind (Bombara et al.
1993; Ye et al. 2021; van Hamburg und Tas 2018). Antigen-prasentierende Zellen prasentieren
Autoantigene, die nach Durchbruch der Toleranz von T-Zellen als korperfremd erkannt
werden. Dies flhrt liber die T-Zellen zur Aktivierung der B-Zellen und kennzeichnet den Start
der Autoimmunitat. Es kommt zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und
Chemokine, wodurch ein pro-inflammatorisches Milieu entsteht. Das pro-inflammatorische
Milieu aktiviert die Antigen-prasentierenden Zellen und Lymphozyten, was zur
Differenzierung von Lymphozyten sowie der Reifung von T- und B-Zellen fiihrt. Die aktivierten
T- und B-Zellen infiltrieren in das Synovium und interagieren beispielsweise mit den dort
lokalisierten Makrophagen, Fibroblasten, dendritischen Zellen und Osteoklasten, was die
Freisetzung weiterer zentraler pro-inflammatorischer Zytokine wie dem Tumornekrosefaktor
o (TNFa), des Interleukin (IL)-6 und IL-1B bewirkt. Gleichzeitig wird auch der Knorpel- und
Knochenabbau mittels Sekretion Matrix-abbauender Enzyme gefordert (Smolen et al. 2018;
Bartok und Firestein 2010). Durch dieses inflammatorische Milieu entsteht das fur die RA
charakteristische hyperplastische, gefdlRreiche und entziindlich aktivierte Synovium, das sich
in Form einer Pannusbildung tber den Knorpel und Knochen ausbreitet und den darunter
liegenden Knorpel und Knochen degradiert (Abbildung 1) (Ouboussad et al. 2019). Zunehmend

kann den pro-entziindlichen Prozessen nicht mehr gegengesteuert werden, weshalb sich eine
10



EINLEITUNG

chronische Entzindung manifestiert, die irreversibel ist und sich in akuten, inflammatorischen
Schiben dulert. Diese entziindlichen Prozesse treten bereits frih wahrend der RA auf und
auBern sich als sehr schmerzhafte, warme Schwellungen der Gelenke (Abbildung 2, A).
Zunachst sind meistens nur die Hand-, Finger- und FuBgelenke betroffen. Unbehandelt breitet
sich die Entzindung jedoch innerhalb weniger Monate bis Jahre symmetrisch auf den
restlichen Korper aus. Wahrend der Progression der RA kommt es zunehmend zu
Gelenkdestruktionen sowie Gelenkveranderungen mit einhergehenden Fehlstellungen und
Einschrankungen der Mobilitat im betroffenen Gelenk (Abbildung 2, B). Allerdings duRert sich
die RA neben Schmerz und Schwellung der Gelenke in weiteren vielfdltigen Symptomen wie
beispielsweise Morgensteifigkeit der Gelenke, Mudigkeit und Fieber, was die Diagnose
erheblich erschwert und um mehrere Monate verzogern kann. Zusatzlich variiert auch der
klinische Verlauf der RA stark, da die RA von einer leichten, selbstlimitierenden Arthritis bis
hin zu einer schnell fortschreitenden multisystemischen Entziindung mit starker Morbiditat
und Mortalitat verlaufen kann, wobei dies auch maRgeblich vom Zeitpunkt der Diagnose
abhangt (Lee und Weinblatt 2001). Es hat sich gezeigt, dass sich eine friihzeitige Diagnose
einschlielRlich friihzeitigem Therapiebeginn positiv auf die Pathogenese auswirken kann.
Spezifische Klassifikationskriterien der RA sollen dabei helfen, die RA moglichst friihzeitig zu

erkennen.

Abbildung 2: Krankheitshild der RA in den Gelenken der Hand. (A) Zu Beginn der RA treten oftmals
schmerzhafte Schwellungen in den kleinen Gelenken wie den Fingergelenken (schwarzer Pfeil) auf. (B)
Bei RA-Patienten mit weit fortgeschrittener RA kann es zu erheblichen Fehlstellungen einschliefSlich
zerstorten und immobilen Gelenken kommen. Bildquelle: Abteilung Rheumatologie; Kerckhoff Klinik
Bad Nauheim, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Uwe Lange.

11
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1.1.3 Klassifikationskriterien der RA

Obwohl die RA bereits seit dem 19. Jahrhundert bekannt ist, wurden die
Klassifikationskriterien erst vor ca. 60 Jahren entwickelt (Storey et al. 1994; Ropes et al. 1959).
Das ACR (engl. American College of Rheumatology) legte 1987 die Klassifikationskriterien fest
und Uberarbeitete diese im Jahr 2010, um bereits frihe Stadien der RA diagnostizieren zu
konnen. Die Kriterien werden bei Patienten angewendet, die an mindestens einem Gelenk
eine eindeutige klinische Synovitis aufweisen, welche sich nicht durch eine andere Diagnose
begriinden lasst und definiert eine RA ab Erreichen einer Gesamtpunktzahl von 6 aus 10

Punkten aus 4 Bereichen (Tabelle 1) (Aletaha et al. 2010).

ACR-Klassifikationskriterien fiir die RA Score
Betroffene Gelenke

1 grofRes Gelenk
2-10 grol3e Gelenke
1-3 kleine Gelenke (mit/ohne Beteiligung von groRen Gelenken)

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

U W N RO

> 10 Gelenke (davon mindestens 1 kleines Gelenk)

Serologie (mindestens 1 Testergebnis erforderlich)

Negative RF und negative ACPA

Niedrig-positive RF oder niedrig-positive ACPA

Hoch-positive RF oder hoch-positive ACPA

Akute-Phase-Reaktion (mindestens 1 Testergebnis erforderlich)
Unauffalliges CRP und unauffalliges BSG 0
Erhohtes CRP oder beschleunigte BSG 1
Dauer der Beschwerden
< 6 Wochen 0
> 6 Wochen 1

Tabelle 1: ACR-Klassifikationskriterien fir die RA. Es liegt eine RA vor, wenn ein Patient eine
Gesamtpunktzahl von mindestens 6 aus 10 Punkten aus den Bereichen erzielt. RF: Rheumafaktor,
ACPA: anti-citrullinierte Protein-Antikérper, CRP: C-reaktives Protein, BSG: Blutsenkung.

1.1.4 Therapiemoglichkeiten der RA

Bis heute ist nicht vollstdndig geklart, wie die RA entsteht und auf welchen molekularen
Mechanismen die Entstehung der RA beruht. Aus diesem Grund ist es bislang nicht moglich,
Therapien zu entwickeln, die zur vollstandigen Heilung flihren. Deshalb zielt die Behandlung

der RA primar darauf ab, eine Remission oder, wenn dies nicht moglich ist, eine moglichst
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geringe Krankheitsaktivitdt zu erreichen. Dabei soll die Behandlung Gelenkschiaden
entgegenwirken und systemische Manifestationen, wie Herz-Kreislauf-Schaden, vermeiden
(Burmester und Pope 2017). Die Zahl an verfligbaren Therapeutika fiir die Behandlung von RA-
Patienten ist in den letzten 30 Jahren stark gestiegen. Derzeit sind fiir die Behandlung einer
RA nicht-steroidale entziindungshemmende Medikamente, Glukokortikoide und DMARDs
(engl. disease modifying anti-rheumatic drug) zugelassen. Bei den DMARDs unterscheidet man
zwischen drei Kategorien: die herkdmmlichen, synthetischen DMARDs wie beispielsweise
Methotrexat, die zielgerichteten DMARDs wie beispielsweise Januskinase-Inhibitoren und
biotechnologisch hergestellte DMARDs, auch bekannt als Biologika, die beispielsweise TNFa
und IL-6 inhibieren sowie B-Zellen depletieren (Chatzidionysiou et al. 2017). Zur Behandlung
der RA werden sowohl Mono- als auch Kombinationstherapien aus DMARDs und Biologika
eingesetzt (Mdller-Ladner 2005). Weiterhin stehen auch nicht-pharmakologische
Behandlungen wie beispielsweise Physio- und Ergotherapie sowie Beratungen der RA-
Patienten hinsichtlich der Anderung des Lebensstils im Fokus, da zum einen die Beweglichkeit
der Gelenke erhalten werden und zum anderen die Patienten beispielsweise bei der
Rauchentwohnung oder der Gewichtsabnahme unterstltzt werden sollen (Burmester und

Pope 2017).

1.1.5 Die Arthrose

Neben der RA und zahlreichen weiteren rheumatischen Erkrankungen spielt vor allem die
Arthrose (engl. osteoarthritis, OA) eine wichtige Rolle in der Gesellschaft, da 10% der
Weltbevdlkerung von der OA betroffen sind. Haufig tritt die OA ab einem Alter von 45 Jahren
auf und die Pravalenz, an einer OA zu erkranken, erhdht sich zunehmend mit steigendem Alter
(Frangos und Maret 2020). Die OA ist klar von der RA abzugrenzen, da es sich im Gegensatz
zur RA bei der OA um eine fortschreitende degenerative Erkrankung handelt. Zu den
Risikofaktoren, um an einer OA zu erkranken, gehoéren die Uberbelastung von Gelenken,
beispielsweise durch Ubergewicht oder Leistungssport. Auch die Fehlstellung von Gelenken,
angeborene Gelenkdysplasien oder Gelenktraumata kénnen zur Entstehung einer OA fiihren
(Frangos und Maret 2020). Durch die pathologischen Prozesse, aber auch bedingt durch
normale Abnutzung, kann der Gelenkknorpel geschadigt werden, wobei die
Knorpeloberflache im Frihstadium der OA noch intakt ist. Es kommt zunachst nur zur

Anderung der molekularen Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix, da die
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Chondrozyten voriibergehend stdrker proliferieren und verstdrkt Matrixfragmente wie
Kollagen Il synthetisieren, um den geschadigten Knorpel zu reparieren (Goldring und Goldring
2010). Die Veranderungen in der Zusammensetzung des Gelenkknorpels stimuliert jedoch
langfristig die Chondrozyten, vermehrt katabole Faktoren freizusetzen, die am Knorpelabbau
beteiligt sind, wodurch die Knorpelintegritat gestort wird. Es kommt zur Apoptose der
hypertrophen Chondrozyten und somit schlieflich zur Destruktion des Knorpels (Mort und
Billington 2001). Durch den Knorpelverlust geht die Gleitfahigkeit der Gelenke verloren und
im Verlauf verschmalert sich der Gelenkspalt, sodass die Knochen aufeinander reiben und die
Patienten zum einen starke Schmerzen empfinden, zum anderen auch erheblich in der
Beweglichkeit der Gelenke eingeschrankt sind. Weiterhin kénnen wahrend der Progression
der OA auch Knochenanbauten (Osteophyten) auftreten und es kann zur Lockerung und
Schwdche von Muskeln und Sehnen kommen. Im Verlauf der RA kann durch den Verlust des
Knorpels zusatzlich eine sekundare OA entstehen (Xia et al. 2014). Klinisch lassen sich OA und
RA durch die Kombination aus Laborparametern und klinischen Untersuchungen
differenzieren. Bei der RA kdnnen beispielsweise unspezifischen Entziindungswerte wie die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), die Menge an C-reaktivem Protein (CRP) oder ACPA stark

erhoht sein, die bei der OA typischerweise nicht erhéht sind (Hartung und Seelig 2007).

1.2 Anatomie des Gelenks

Gelenke verbinden die artikulierenden Elemente des Wirbeltierskeletts und ermdglichen
durch ihre morphologische Vielfaltigkeit ein groRes Spektrum an mechanischen
Bewegungsprofilen. Kraft und Beweglichkeit werden dabei von der Organisation und den
Bestandteilen des Gelenkbindegewebes bestimmt, wahrend die Bewegungsmoglichkeiten
von der Gelenkform definiert werden. Man unterscheidet bei Gelenken zwischen drei
Hauptklassen: frei bewegliche Synovialgelenke, leicht bewegliche Knorpelgelenke und
unbewegliche Fasergelenke. Die drei Klassen weisen unterschiedliche morphologische
Charakteristika auf (Salva und Merrill 2017). Im humanen Skelett sind am haufigsten die
morphologisch variabelsten Synovialgelenke zu finden. Synovialgelenke bestehen aus einem
glasig aussehenden hyalinen Knorpel, der Hyaluronat und Lubricin fir reibungsfreie
Gelenkbewegungen enthalt (Ray et al. 2015). Synovialgelenke zeichnen sich durch eine mit
Synovialfliissigkeit gefillten Gelenkspalt aus, die die artikulierenden Oberflachen der Knochen

raumlich voneinander trennt. Die Gelenkhdhle wird von einer aus zwei Schichten bestehenden
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Gelenkkapsel ausgekleidet. Die duBere Schicht der Gelenkkapsel besteht zum Schutz des
Gelenks aus dichtem fibrosem Bindegewebe und geht meistens in das Kapselband Uber. In
vielen Gelenken, wie beispielsweise im Knie, unterteilt das Kapselgewebe die synoviale
Gewebehohle als Gelenkscheibe (Meniskus) und puffert so physische StoRe ab. Die innere
Schicht der Gelenkkapsel wird von einer diinnen Synovialmembran ausgekleidet, die die
viskose Synovialflussigkeit freisetzt, um das Gelenk zu schmieren und somit Bewegungen zu

ermoglichen (Ray et al. 2015; Salva und Merrill 2017; Pitsillides und Ashhurst 2008).

1.2.1 Der hyaline Gelenkknorpel

Der hyaline Gelenkknorpel ist die am haufigste im humanen Kérper vorkommende Form von
Knorpel und ist neben den Synovialgelenken auch in der Wirbelsdule, den Rippen, den
duBReren Ohren, der Nase, den Atemwegen sowie in Wachstumsfugen von Kindern und
Jugendlichen zu finden. Hauptsachlich kommen im Menschen drei verschiedene Knorpeltypen
vor: hyalin, faserig und elastisch. Alle drei Typen weisen eine geringe Dichte an Chondrozyten
auf, die in eine avaskuldre, alympathische und aneurale extrazelluldre Matrix (EZM)
eingelagert sind und dort die Hauptkomponenten der EZM synthetisieren und sezernieren
(Naba et al. 2016; Stockwell 1967). Die EZM besteht aus drei unterschiedlichen Matrizes, der
perizellularen, territorialen und der interterritorialen Matrix, wobei die interterritoriale Matrix
den Hauptbestandteil des Knorpels ausmacht (Hunziker et al. 1992). Die interterritoriale
Matrix enthalt hauptsachlich Wasser, das ca. 60-85% des Knorpelgewichts ausmacht, Kollagen
Typ Il und das Proteoglykan Aggrekan mit kleineren Mengen anderer Kollagene,
Proteoglykane, Proteine und Glykoproteine, deren molekulare Wechselwirkungen dem
Knorpel auf Gewebeebene Stabilitat verleihen und er somit als lasttragendes Gewebe
fungieren kann (Hardingham et al. 1994; Mow et al. 1992). Die Zellen des Knorpelgewebes,
die Chondrozyten, sind nicht direkt in die EZM eingelagert, sondern werden von einer
perizellularen Matrix umgeben, die iberwiegend aus Kollagen Typ VI und Proteoglykanen
besteht (Poole et al. 1990). Die perizelluldre Matrix bildet einen Knorpelhof, der als Chondron
bezeichnet wird und die Chondrozyten vor mechanischen Einflissen schiitzt, indem
physikalische Krafte zwischen den Chondrozyten und der umliegenden EZM von der
perizellularen Membran Ubertragen werden (Guilak et al. 2006). Zum Erhalt des gesunden
Knorpels findet ein kontinuierlicher Matrixumbau statt, indem die Chondrozyten durch die

Sekretion von matrixabbauenden Enzymen die Knorpelmatrix degradieren und durch die
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Kollagensynthese neues Knorpelgewebe aufbauen. Auf diese Weise konnen Chondrozyten
unter physiologischer Belastung die Knorpelmatrix erhalten, indem sie permanent ein
Gleichgewicht zwischen katabolen und anabolen Prozessen herstellen. Durch abnormale
mechanische Stimuli, wie beispielsweise bei Ubermalliger Belastung oder einem
Gelenktrauma, kann dieses Gleichgewicht gestort werden. Das gestorte Gleichgewicht im
Chondrozytenstoffwechsel kann zu einer lUbermafRigen Matrixdegradation, einschliefSlich
Degeneration des Knorpels, und schlieflich zu Entstehung einer OA fiihren (Griffin und Guilak
2005; Anderson et al. 2011). Degenerative Prozesse werden zusatzlich von einer geringen
Proliferationsrate der adulten Chondrozyten gefordert, sodass verletzungsbedingte

Knorpelschaden kaum regenerieren kénnen.

1.2.2 Eigenschaft und Funktion des Synoviums

Das gesunde Synovium trdagt maRgeblich zur Aufrechterhaltung einer intakten, glatten
Gewebeoberflaiche bei, die den Knorpel beispielsweise durch die Produktion von
Hyaluronsdure in der Synovialflissigkeit vor mechanischen Einfliissen schitzt und so
reibungsfreie Bewegungsabldaufe der Gelenke erméglicht. Eine weitere wichtige Funktion des
Synoviums ist die Diffusion von Nahrstoffen und anderen Molekiilen aus dem Serum Uber die
Synovialflissigkeit zum avaskuldren Knorpel, um die Chondrozyten zu versorgen (Hui et al.
2012; Smith 2011). Die Synovialmembran kleidet die innere Oberflache der Gelenkkapsel von
Synovialgelenken aus und besteht aus zwei Gewebeschichten. Die Gelenkkapsel geht in die als
Sublining bezeichnete Schicht Gber. Das Sublining kennzeichnet eine zellarme, matrixreiche
Struktur, in die versorgende Blutgefalle, Adipozyten, Fibroblasten, Makrophagen aber auch
vereinzelt weitere Zellentypen wie Lymphozyten locker eingelagert sind. Das elastische
bindegewebige Sublining geht in die synoviale Deckzellschicht Uber, die direkt mit der
Gelenkhohle in Kontakt steht und im gesunden Gelenk aus zwei bis drei Zellschichten mit
wenig Bindegewebe besteht (Smith und Wechalekar 2015; Singh et al. 2004). Die synoviale
Deckzellschicht wird auch aus dem englischen ,,lining layer” als Lininglayer bezeichnet, setzt
die gleitfahige Synovialfllssigkeit zum Schmieren der Gelenke frei und besteht hauptsachlich
aus zwei morphologisch unterschiedlichen synovialen Zelltypen: dem Makrophagen-
dhnlichen Typ A und dem Synovialfibroblasten (SF)-ahnlichen Typ B (lwanaga et al. 2000). Im
Allgemeinen spielen die Makrophagen-ahnlichen Typ A Zellen bei der angeborenen und

adaptiven Immunitat eine Rolle, wahrend die SF an der Bildung der Synovialfliissigkeit beteiligt
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sind (Vandenabeele et al. 2003). Das Lininglayer besteht hauptsachlich aus der EZM, die mit
Kollagenfibrillen und anderen Matrixproteinen durchsetzt ist. Diese lockere Anordnung
ermoglicht eine Diffusion der Nahrstoffe aus dem umliegenden Gewebe zu Chondrozyten und
Knorpel (Firestein et al. 2009). Die im Lininglayer lokalisierten SF sind fir die Produktion von
Hyaluron modifiziert. Sie weisen eine hohe Aktivitdt des Enzyms UDP Glukose Dehydrogenase
(UDPGD) auf, das UDP-Glukose in das von der Hyaluronansynthase benétigte UDP-Glukuronat
umwandelt (Wilkinson et al. 1992). Charakteristisch fir SF aus dem Lininglayer ist auch die
Expression von zahlreichen Adhasionsmolekiilen wie VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion
protein 1), ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1), CD44 und B1-Integrinen, die sie
fir die Interaktion mit der EZM und anderen Immunzellen wie Makrophagen und
Lymphozyten bendtigen (Smith 2011; Edwards 1995). SF/EZM-Interaktionen sind von hoher
Bedeutung, da durch die physische Beanspruchung des Gelenks ein permanenter Umbau der
EZM erforderlich ist (Konttinen et al. 2000). Der permanente Umbau der EZM erfolgt durch
die SF-vermittelte Sekretion von Matrixmetalloproteasen (MMP), insbesondere von MMP-1,
MMP-8 und MMP-13, deren katalytische Domanen die Kollagene Typ |, Il und Ill degradieren
und so die EZM abbauen (Hanemaaijer et al. 1997; Smith 2011). Gleichzeitig produzieren SF
auch TIMP (engl. tissue inhibitor of metalloproteinase), die natirlichen Inhibitoren der MMP,
sowie Komponenten der EZM wie beispielsweise (pro)-Kollagene, Fibronektin und
Hyaluronsdure, sodass im gesunden Gelenk ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der

EZM besteht (DiBattista et al. 1995).

1.2.2.1 Pathophysiologie der synovialen Hyperplasie bei der RA

Die autoimmune Aktivierung des Immunsystems bei der RA hat zur Folge, dass es zur Invasion
von Leukozyten, einschlieRlich B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen, in das
Synovium kommt, die eine Vielzahl an inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen
sezernieren (Pitzalis et al. 2013). Bedingt durch aktivierte inflammatorische Signalwege wird
das Gleichgewicht im Synovium gestort, was zur Entstehung eines entziindlichen Milieus mit
erhohten Matrix-abbauenden und pro-inflammatorischen Prozessen flihrt. Diese Entziindung
des Synoviums wird auch als Synovitis bezeichnet und ist gekennzeichnet durch eine starke
GefaRneubildung sowie einer lokalen synovialen Hyperplasie mit einem verdickten

Lininglayer. Die synoviale Hyperplasie stellt ein wichtiges Merkmal der RA dar und tragt
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maRgeblich zur Progression der Destruktionen im Gelenkknorpel und Knochen bei (Rivellese

et al. 2019).

1.3 Fibroblasten

Im Allgemeinen sind Fibroblasten als Zellen mesenchymalen Ursprungs definiert, die das
Stroma in Organgeweben bilden und maRgeblich an der Produktion von Molekilen der EZM
beteiligt sind (Wei et al. 2021; Eckes et al. 2000). Im nicht aktivierten Zustand exprimieren
Fibroblasten spezifische Gene, die fiir Kollagen Typ | a-Kette (COL1A), PDGFRa (engl. platelet
derived growth factor receptor alpha) (CD140a) oder THY-1 (CD90) kodieren und fiir die
Aufrechterhaltung der EZM notwendig sind (Lynch und Watt 2018; Buechler und Turley 2018).
Fibroblasten interagieren beispielsweise zur Aufrechterhaltung und Umstrukturierung des
Bindegewebes und der EZM sowie im Kontext der GefdaRneubildung, aber auch bedingt durch
entzlindliche Stimulierungen im Rahmen von Erkrankungen Uber zahlreiche komplexe
Signalwege mit einer Vielzahl weiterer Zelltypen wie beispielsweise mit den Endothelzellen

(EZ) (Wei et al. 2021).

1.3.1 Die Rolle der Fibroblasten bei der Wundheilung

Eine besonders wichtige Rolle spielen Fibroblasten bei der Wundheilung in Folge einer
Verletzung des Gewebes. Der Prozess der Wundheilung besteht aus einer Reihe fortlaufender,
teils Gberlappender Vorgange, wie der Zellproliferation, -migration sowie Degradation mit
anschliefendem Aufbauprozess der EZM. Entsteht eine kutane Verletzung des Gewebes,
migrieren zundchst Keratinozyten, bekannt als hornbildende Zellen der Epidermis, innerhalb
weniger Stunden zur Wunde und bilden zum Wundverschluss eine Art provisorische Matrix
(Darby und Hewitson 2007). Mittels lokaler Proliferation der Keratinozyten kénnen auch
groflere Gewebsverletzungen verschlossen werden. Durch die Aktivierung weiterer lokaler
Zellen wie Makrophagen und die Sekretion von Wachstumsfaktoren wie des TGFB (engl.
transforming growth factor-beta), VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), EGF ( engl.
epidermal growth factor) und KGF (engl. keratinocyte growth factor) werden Prozesse der
Angiogenese und Fibrogenese stimuliert (Darby und Hewitson 2007). Infolgedessen werden
die Fibroblasten aktiviert, migrieren in den aus Keratinozyten bestehenden Wundverschluss
und beginnen schnell zu proliferieren, was ein wichtiges friihes Ereignis als Folge einer
Gewebsverletzung bei der Fibrogenese darstellt (Darby und Hewitson 2007; Werner et al.

2007). Durch die Expression von Kollagen und Fibronektin entsteht neues
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Granulationsgewebe, das der Wunde strukturelle Integritat und Elastizitat verleiht. Ein
weiterer wichtiger Prozess bei der Wundheilung stellt die Blutversorgung des neu gebildeten
Granulationsgewebes dar. Die aktivierten Fibroblasten sezernieren zahlreiche pro-angiogene
Wachstumsfaktoren wie VEGF, sodass es mittels spezifischer Fibroblasten/EZ-Interaktionen
zur Umstrukturierung und Neubildung des BlutgefaRsystems kommt (Shams et al. 2022). Der
Prozess der Fibrogenese bleibt solange bestehen, bis die Verletzung geschlossen und die
Fibroblasten bedingt durch dichte Konfluenz in den programmierten Zelltod, die Apoptose,
gehen. Die Apoptose kennzeichnet den Ubergang zwischen dem neu gebildeten

Granulationsgewebe und Heilung bzw. der Narbenbildung (Desmouliére et al. 1995).

1.3.2 Die Rolle von synovialen Fibroblasten in der RA

Ahnlich wie bei der Wundheilung, wird auch die Progression der RA maRgeblich von den
Fibroblasten und insbesondere mit ihren Wechselwirkungen mit anderen Zelltypen
beeinflusst. Hierbei interagieren die Fibroblasten mit verschiedenen Zellen des
Immunsystems, wie Makrophagen, B- und T-Zellen, aber auch anderen Stromazellen, wie

Osteoblasten und Osteoklasten (Lefevre et al. 2015).

In Folge der Aktivierung des Immunsystems bereits im frihen Stadium der RA differenzieren
T-Zellen durch die erhohte Sekretion von TGFp, IL-23 und IL-6 in T-Helfer-17-Zellen (TH17).
TH17-Zellen infiltrieren in das RA-Synovium und sezernieren dort IL-17, das die Zellen des
innaten Immunsystems wie synoviale Makrophagen und Neutrophile aktiviert (Chabaud et al.
1999; Mellado et al. 2015). Dies fiihrt zu einer lokalen Entziindungsaktivitat im Synovium,
wodurch pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1 exprimiert werden (Alsalameh et
al. 1999; Niki et al. 2004). TNFa und IL-1p stellen wichtige Schliisselzytokine in der Progression
der RA dar, da beide Zytokine zu einer starken Aktivierung von Entzlindungszellen sowie der

Synovialfibroblasten von Patienten mit RA (RASF) fliihren (Harigai et al. 1991; Chen et al. 2019).

Bereits in friihen Stadien der RA kommt es zur RASF-Aktivierung, die zu epigenetischen
Modifikationen der RASF fihrt (Ospelt et al. 2017). Beispielsweise wurden in RASF
Veranderungen am TBX5-Lokus identifiziert. Im Vergleich zu SF von OA-Patienten ist die DNA
von RASF am TBX5-Promotor demethyliert. Zusatzlich ist die Histon-Acetylierung an der Stelle
des TBX5-Promotors erhoht, sodass TBX5 verstarkt transkribiert wird. TBX5 induziert die
Expression von Chemokinen wie IL-8, auch als CXC-Motiv-Chemokin 8 (CXCL8) bezeichnet, und

CXCL2 (Karouzakis et al. 2014). CXCL2 und CXCL8 rekrutieren B-Zellen ins Synovium, wobei
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CXCL2 direkt auf die EZ-Aktivierung wirkt, indem CXCL2 an dessen Rezeptor CXCR2 bindet
(Pierer et al. 2004; Urbantat et al. 2021; Bartok und Firestein 2010). Verstarkte Histon-
Acetylierungen in RASF wurden auch an den Promotoren von MMP-1, -3, -9 und -13
identifiziert, wodurch es zur erhohten Freisetzung von MMP und somit einer verstarkten
Matrixdegradation kommt (Araki et al. 2016). Auch der IL-6-Promotor weist eine verstarkte
Histon-Acetylierung in Folge der RASF-Aktivierung auf, die mit einer verstarkten IL-6-Sekretion
assoziiert ist (Wada et al. 2014). Diese epigenetischen Modifikationen in Folge der RASF-
Aktivierung werden auch als epigenetisches Priming bezeichnet und fiihren zu einem
veranderten Expressionsprofil sowie der permanenten Aktivierung der RASF. Auf Grund des
epigenetischen Primings entwickeln die RASF einen aggressiven, destruktiven Phanotyp, der
sich deutlich vom Phanotyp normaler Fibroblasten unterscheidet. RASF zeigen vor allem nach
langjahriger Krankheit einen persistierenden aktivierten Phanotyp, der Gelenkdestruktionen
und die Persistenz inflammatorischer Infiltrate fordert (Raza et al. 2005). Beispielsweise zeigen
RASF ein erhohtes Potenzial zur Invasion in den Knorpel, auch aulRerhalb des chronisch-
inflammatorischen Milieus und kénnen diesen pathogenen und aggressiven Phanotyp auch
ohne inflammatorischen Stimulus (iber mehrere Passagen aufrechterhalten (Miiller-Ladner et
al. 1996; Lefevre et al. 2009). RASF weisen eine reduzierte Apoptose im Vergleich zu normalen
Fibroblasten auf. So deuten Studien darauf hin, dass dies auf eine Hemmung der pro-
apoptotischen Signalwege in den RASF zurlickzufiihren ist, da RASF verstarkt Onkogene wie c-
fos, ras, und myc exprimieren und gleichzeitig Tumorsuppressorgene wie PTEN

herunterreguliert sind (Kinne et al. 1995; Pap et al. 2004; Pap et al. 2000).

Charakteristisch fur die Progression der RA sind pro-inflammatorische Erkrankungsschiibe, die
sich mit Phasen inaktiver Erkrankung abwechseln (Mclnnes und Schett 2011; Walker-Bone
und Farrow 2007). In den Phasen der pro-inflammatorischen Schilbbe kommt es zu einer
zusatzlichen Aktivierung der permanent aktivierten RASF. Die RASF-vermittelten Effekte auf
andere Zelltypen wie Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen, Osteoklasten und EZ tragen
malgeblich zur Aufrechterhaltung und Verstarkung des inflammatorischen Milieus im RA-
Synovium bei und bewirken mit zunehmendem Verlauf der RA schmerzhafte Destruktionen
von Knorpel und Knochen (Bartok und Firestein 2010). Die Destruktion des Knochens wird vor
allem durch die RASF-vermittelte Expression und Freisetzung von RANKL (engl. receptor
activator of NF-kB ligand) gefoérdert (Tunyogi-Csapo et al. 2008; Kim et al. 2007). RANKL

fordert wiederum die Bildung von Osteoklasten, den zentralen Zellen der Demineralisierung
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und des Abbaus von Knochenmatrix, und tragt so mafligeblich zum Abbau und somit zur

Destruktion des Knochens betroffener Gelenke bei (Bartok und Firestein 2010).

1.4 Fibroblasten/Endothelzell-Interaktionen

1.4.1 Endothelzellen

Das Endothel ist ein groRes, endokrines Organ, welches die Innenfliche von Blut- und
Lymphgefallen auskleidet, wobei es die Schnittstelle zwischen zirkulierendem Blut oder
Lymphe im Lumen und der restlichen GefdaBwand bildet (Dyer und Patterson 2010). In einem
erwachsenen Menschen besteht das Endothel aus 1 bis 6x10'3 Zellen, wiegt ca. 1 kg und
bedeckt eine Flache von 1 bis 7 m? (Sumpio et al. 2002). Die vaskuldren Endothelzellen (EZ)
kleiden das gesamte Kreislaufsystem vom Herzen bis zu den kleinsten Kapillaren aus. Dabei
stehen die EZ im direkten Kontakt mit dem Blut und fungieren als physikalische Barriere
zwischen Gefdllen und Gewebe, in dem EZ die Sekretion von Molekilen und Flissigkeiten in
und aus dem Gewebe steuern. Weitere Funktionen der EZ sind die GefaRneubildung, die
Steuerung des Tonus der BlutgefaBe, die Gewebshdamostase, die Rekrutierung von
Neutrophilen, Interaktion mit Leukozyten sowie der Hormontransport (Trimm und Red-Horse
2023). Zur Auslibung der zahlreichen Funktionen spielen endotheliale Zell-Zell-Verbindungen
eine entscheidende Rolle, da EZ nicht nur die interzellulaire Adh&sion aufrechterhalten,
sondern auch intrazellulire Signale tibertragen. Die Ubertragung von intrazelluldren Signalen
reguliert die Kontakthemmung des Zellwachstums, die Zellpolaritdt, die Lumenbildung der
Gefalle und die Wechselwirkungen mit den Perizyten sowie den glatten Muskelzellen (Dejana
et al. 2009). Die Struktur der adharenten Verbindungen besteht aus VE (engl. vascular
endothelial)-Cadherin, das (iber dessen zytoplasmatische Domdne mit p120-Catenin, B-
Catenin und Plakoglobulin interagiert (Dejana und Vestweber 2013). Die Proteine bilden
unterschiedliche Komplexe und kénnen so jeweils die Zell-Zell-Verbindungen beeinflussen.
Beispielsweise aktivieren Wechselwirkungen von VE-Cadherin mit VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2),
FGFR1 (engl. fibroblast growth factor receptor 1) und dem TGFB-R-Komplex deren
nachgeschaltete Signalweiterleitung. VE-Cadherin-vermittelte indirekte Wechselwirkungen
mit verschiedenen Aktin-bindenden Proteinen wie oa-Catenin regulieren den Umbau des
Zytoskeletts. Umgekehrt bewirken Phosphorylierungen von VE-Cadherin eine Schwachung
der Zell-Zell-Verbindungen (Giannotta et al. 2013). Diese Prozesse sind zum Beispiel bei

Gewebsentziindung oder der GefaBneubildung von Bedeutung.
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1.4.2 Die GefaRneubildung in der RA

Die Entstehung neuer BlutgefdRe aus bereits existierenden Gefallen wird als Angiogenese
bezeichnet und unterliegt einem komplexen Mechanismus, an dem EZ, Fibroblasten,
Makrophagen, glatte Muskelzellen und Perizyten beteiligt sind (Wang et al. 2021). Die
Angiogenese spielt bei verschiedenen physiologischen Prozessen eine libergeordnete Rolle,
wie beispielsweise bei der embryonalen Organentwicklung, Reproduktion und der in Kapitel
1.3.1 beschriebenen Wundheilung einschlieRlich der Gewebereparatur. Insbesondere
zeichnet sich die Angiogenese durch die Abfolge unterschiedlicher Prozesse aus, wobei jeder
einzelne Schritt von spezifischen Faktoren reguliert wird. Es wird zwischen der EZ-Aktivierung,
der Aussprossung von EZ, der Bildung von Rohren mit Lumen (engl. tubes) sowie das Einleiten
des Blutflusses unterschieden (Abbildung 3). Im Synovium von RA-Patienten sezernieren
aktivierte Makrophagen und RASF zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1
und IL-6, die zu einer Aktivierung von MMP, Chemokinen der CC, CXC sowie CX3C Familie und
Wachstumsfaktoren wie VEGF und Angiopoietin (ANGPT)-1 und -2 fuhren. Diese aktivierten
Faktoren haben einen direkten Einfluss auf die EZ und regulieren die gesamten Prozesse der

Angiogenese (Abbildung 3) (Chen et al. 2019).
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Abbildung 3: Prozesse der Angiogenese im Synovium von RA-Patienten. Entzindlich aktivierte
Makrophagen und RASF sezernieren zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine, wie beispielsweise
TNFa, IL-1B und IL-6, was zur Freisetzung von MMP, Chemokinen der CC-, CXC- sowie CX3C-Familie
und Wachstumsfaktoren wie VEGF, ANGPT1 und ANGPT2 fihrt. Diese Molekile tragen zur EZ-
Aktivierung, Aussprossung der EZ, der Ausbildung von Réhren mit Lumen (Tubes), der Stabilisierung
und schlieRlich zur Bildung reifer BlutgefaRe bei, bevor der Blutfluss initiiert wird. Abbildung erstellt
mit BioRender.com.

Der Prozess der Angiogenese wird eingeleitet, indem pro-angiogene Faktoren wie
beispielsweise VEGF oder FGF an die EZ-Rezeptoren binden und diese aktivieren, was zur EZ-
Aktivierung fiihrt (Abbildung 3, 1.). Die EZ sezernieren daraufhin proteolytische MMP, die zur

Degradation der Basalmembran und dem Abl6ésen der GefaBwand stabilisierenden Perizyten
beitragen. Das Abldsen der Perizyten wird zusatzlich vom pro-angiogenen Wachstumsfaktor
ANGPT2 gefordert (Huang et al. 2010; Hammes et al. 2004). Die Degradation der

Basalmembran ermoglicht es den EZ zu migrieren und zu proliferieren.

Fiir die geordnete Aussprossung der EZ in Richtung pro-angiogenen Stimulus werden die EZ
Uber den Notch-Signalweg in Spitzen- (engl. tip) und Stiel- (engl. stalk) Zellen spezifiziert (Phng
und Gerhardt 2009; Eilken und Adams 2010) (Abbildung 3, 2.). Stiel-Zellen zeigen eine hohe

Aktivitdit des Notch-Signalwegs, wahrend der Notch-Signalweg in Spitzen-Zellen
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herunterreguliert ist. Charakteristisch fiir Spitzen-Zellen ist die Expression des Notch-Liganden
DLL4 (engl. delta like canonical notch ligand 4) (Thurston et al. 2007). VEGF reguliert iber
einen negativen Feedback Loop zwischen VEGF und DLL4/Notch den VEGFR. Die
VEGF/VEGFR2-Interaktion verstarkt die Expression von DLL4 in den Spitzen-Zellen, wahrend
die DLL4/Notch-Aktivierung in benachbarten EZ das Spitzen-Zellprofil inhibiert, in dem
VEGFR2 herunterreguliert wird (Phng und Gerhardt 2009). Ein weiteres charakteristisches
Merkmal der Spitzen-Zellen ist die Expression des EphrinB2 (EPHB2)-Liganden, der gemeinsam
mit seinem Rezeptor EPH ein wichtiger Regulator der zellkontaktabhangigen
SignallUbertragung darstellt. Die EPHB2-Interaktion mit EPH bewirkt eine bidirektionale
Signalweiterleitung in den Zellen: vorwarts bei Zellen, die den Rezeptor exprimieren, oder
rickwarts bei Zellen, die den Liganden exprimieren. EPHB2 spielt vor allem eine wichtige Rolle
bei der Internalisierung von VEGFR und somit der Weiterleitung des VEGF-Signals (Pitulescu

und Adams 2010).

Aufgrund ihres Expressionsprofils bilden Spitzen-Zellen verstarkt Filopodien aus und fihren
die Stiel-Zellen in die richtige Position zur Bildung neuer Blutgefdafe. Im Gegensatz dazu
besitzen Stiel-Zellen die Fahigkeit, Tubes und Verzweigungen zu bilden (Abbildung 3, 3.). Sie
proliferieren starker als die Spitzen-Zellen und sind dazu in der Lage, Lumen zu bilden (Phng
und Gerhardt 2009). Um das Gefdflnetzwerk zu erweitern, durchlaufen EZ im Verlauf der
Angiogenese iterative Zyklen des Aussprossens, Verzweigens und der Bildung von Tubes, was
dynamische Uberginge der Spitzen- und Stiel-Zellphdnotypen erfordert, die unter anderem
von der Notch-Signalweiterleitung reguliert werden (Eilken und Adams 2010; Phng und
Gerhardt 2009). Gleichzeitig interagieren Spitzen-Zellen mit den Filopodien benachbarter
Spitzen-Zellen, um Uber Ausbildung von VE-Cadherin-Verbindungen zu fusionieren und das
GefaRnetzwerk zu erweitern. Neue GefalRverbindungen werden durch die Anlagerung der
EZM an die Basalmembran, Rekrutierung von Perizyten und verstarkte Zell-Zell-Kontakte
stabilisiert (Abbildung 3, 4.) (Potente et al. 2011; Jeansson et al. 2011). Zur Stabilisierung tragt
auch maligeblich die ANGPT1-Interaktion Uber den Tyrosinkinase-Rezeptor 2 bei (Augustin et
al. 2009). Die finale Lumenbildung erfolgt schlielRlich durch Koaleszenz intrazellularer

Vakuolen, die sich mit Vakuolen benachbarter EZ verbinden (Potente et al. 2011).

Die Initiation des Blutflusses im neuen Lumen modifiziert Gefalverbindungen und aktiviert

durch den veranderten Scherstress den Transkriptionsfaktor Kriippel-dhnlicher Faktor 2 (KLF2)
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(Abbildung 3, 5.). Die neu entstandene Sauerstoff- und Nahrstoff-Versorgung reduziert die
VEGF-Expression und inaktiviert die endothelialen Sauerstoffsensoren, sodass sich das

endotheliale Expressionsmuster in Richtung Ruhe-Phadnotyps verschiebt (Potente et al. 2011).

1.4.2.1 RA-vermittelte veranderte GefaRneubildung im Synovium

Die synoviale Hyperplasie als Folge der lokalen Entziindung und der Invasion von Leukozyten
in das entziindete Gelenk erfordert die Bildung neuer BlutgefdaRe, um das hypertrophe Gelenk
mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen. Daher stellt die GefalRneubildung ein friihes

Ereignis in der RA dar (MacDonald et al. 2018; Zhang et al. 2017).

Unkontrollierte Angiogenese tragt maligeblich zu pathologischen angiogenen Veranderungen
bei, wie sie bei der RA, Psoriasis und Artherosklerose, aber auch bei der Tumorbildung zu

finden ist. In Bezug auf die RA ist bereits bei Patienten mit einem friihen Stadium eine
Veranderung der Angiogenese zu erkennen (Abbildung 4, B) (Orr et al. 2020). Im Vergleich zu

Patienten ohne Arthritiden (Abbildung 4, A) ist die synoviale Oberflache schon bei der friihen
RA verandert und das Synovium stellt sich als sehr gefalireich dar (Orr et al. 2020). Im Verlauf
der Progression der RA nimmt die Anzahl an GefdRen weiter zu und die Gefdlle sind

zunehmend durch eine diffuse und teilweise Helix-dhnliche Struktur gekennzeichnet

(Abbildung 4, C).

A

Abbildung 4: Schematische Darstellung Blick in das Gelenk. (A) Schematische Darstellung eines
gesunden Gelenks, das wenige, gerade GefalRen enthalt. (B) Bereits in einem friithen Stadium der RA
nimmt die Anzahl der GefdRe zu und weist eine deutlich verdnderte GefaBneubildung auf. (C) Die
fortgeschrittene RA zeichnet sich durch eine starke Zunahme an GefdfRen aus, wobei die GefaRstruktur
teilweise Helix-ahnlich erscheint. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Dass die RASF eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Helix-dhnlichen Gefallen spielen,

konnte auch in dieser Arbeitsgruppe im Rahmen von Vorarbeiten gezeigt werden

25



EINLEITUNG

(Zimmermann 2011). Nach Implantation der RASF ins SCID-Maus-Modell der RA (Kapitel 1.6)
konnten bereits 3 Tage nach der RASF-Implantation Helix-dhnliche GefaRe an den ipsilateralen
und kontralateralen Implantaten nachgewiesen werden (Abbildung 5, A und B).

A Ipsilateral B Kontralateral

-

Abbildung 5: RASF-vermittelte Entstehung von Helix-dhnlichen GefaRen im SCID-Maus-Modell der RA.
Helix-dhnliche Gefdlle (—) waren bereits nach 3 Tagen an den ipsilateralen (A) und kontralateralen (B)
Implantaten zu erkennen. Die kontralateralen Implantate wiesen zu dem Zeitpunkt jedoch weniger
Helix-dhnliche Gefidlle auf.

Bislang ist jedoch nicht bekannt, wie sich die Kinetik der Entstehung der Helix-dhnlichen
Gefalle darstellt und in welchem Zusammenhang die Entstehung der Helix-dhnlichen GefalRe
mit der RASF-vermittelten Invasion im SCID-Maus-Modell steht. Auch die Rolle von
GefaRregulatoren wie beispielsweise VEGF, ANGPT2 und EFNB2 im Kontext der verdnderten
Gefallstrukturen im RA-Synovium sowie der RASF-induzierten Helix-ahnlichen GefaRe im
SCID-Maus-Modell der RA ist bislang unklar. Eine weitere Liicke stellt die Kenntnisse lber
Biomarker dar, die spezifisch in den pathologisch veranderten GefaRen bei der RA reguliert

sind.

1.4.2.2 Die Rolle von Angiopoietin in der RA-vermittelten Angiogenese

Im gesunden Gewebe wird der Prozess der Gefal3stabilitat und -erhaltung durch das
Gleichgewicht zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren reguliert. ANGPT spielen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts (Wu et al. 2020). Dieses
Gleichgewicht ist bei entzlindlichen Erkrankungen unter anderem durch eine libermaRige
Expression des vaskularen GefalBregulators ANGPT2 gestort (Scholz et al. 2015). ANGPT2
gehort zu der vaskuldaren Wachstumsfaktorfamilie der ANGPT, die eine Rolle bei der
embryonalen und postnatalen Angiogenese spielen. Bislang wurden vier ANGPT identifiziert:
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ANGPT-1, -2, -3 und -4. ANGPT2 wird hauptsachlich von vaskuldren EZ, Epithelzellen und
Organen wie den Ovarien, des Uterus und der Plazenta exprimiert. ANGPT2 bindet kompetitiv
an dessen Rezeptor Tie2, der ebenfalls von ANGPT1 zur Stabilitdt der GefaBwéande gebunden
wird, wobei nur die Bindung von ANGPT1 an Tie2 zu dessen Autophosphorylierung fiihrt (Davis
et al. 1996). Die ANGPT2-Tie2 Interaktion bewirkt eine Stérung des ANGPT1-Tie2 vermittelten
Stabilitatseffekts der EZ, da es durch die Bindung von ANGPT2 zu einer komplexen Formation
zwischen Tie2, avB3-Integrin und der fokalen Adhasionskinase kommt. Dies bewirkt die
Phosphorylierung der fokalen Adhasionskinase, der Internalisierung von avfB3-Integrin und
schlieBlich die Destabilisierung der EZ (Thomas et al. 2010). Interessanterweise induziert die
synergistische Interaktion zwischen ANGPT2 und VEGF pro-angiogene und inflammatorische
Mechanismen, die Gber den Notch-Signalweg im entziindeten RA-Gelenk vermittelt wird (Gao

et al. 2013).

1.4.3 Vaskulogenese und Arteriogenese

Neben der Angiogenese sind noch zwei weitere Formen der Gefdallneubildung bekannt: die

Vaskulogenese und die Arteriogenese.

Die Vaskulogenese bezeichnet den Prozess der de novo-Differenzierung eines primitiven
GefaRnetzwerks im Embryo aus dem Zusammenbau von aus dem Mesoderm stammenden
Endothelvorliuferzellen (EPZ), den Angioblasten (Risau und Flamme 1995). Ahnlich wie bei
der Angiogenese wird die Vaskulogenese durch ein pro-angiogenes VEGF-Signal induziert.
Hierbei werden die EPZ im Knochenmark mobilisiert, die daraufhin in reife EZ differenzieren
(Peichev et al. 2000). Charakteristisch fiir die EPZ ist die Expression von VEGFR2, CD34, CD133
und das Chemokin CXCR4 (Peichev et al. 2000; Pakozdi et al. 2009; Paleolog 2005).

Die Arteriogenese ist ein seit langem bekannter und gut beschriebener Prozess, bei dem der
Blutfluss nach einem arteriellen Verschluss durch Umstrukturierung des zirkulierenden
Kollateralsystems wiederhergestellt wird (Christoforidis et al. 2005). Im Gegensatz zur
Angiogenese und Vaskulogenese kommt es jedoch nicht zu einer Neubildung der GefaRe,
sondern zu einem GefdBumbau bereits existierender KollateralgefdRe. Die Arteriogenese ldsst
sich sowohl unter gesunden als auch unter pathologischen Bedingungen finden. Bei einem
arteriellen Verschluss kommt es zu einem veranderten Druckgradienten im Blutfluss, sodass
ein groReres Blutvolumen durch die praexistierenden KollateralgefaRe fliet (Christoforidis et

al. 2005; Wei et al. 2001). Die erhohten hamodynamischen Krafte aktivieren die EZ in den
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KollateralgefalRen, was die Expression von Chemokinen, Adhdsionsmolekilen und der
endothelialen Stickstoffsynthase (eNOS) in den EZ induziert (Cui et al. 2009). Die Chemokine
bewirken die Rekrutierung und Anheftung zirkulierender Monozyten an die aktivierten EZ.
AnschlieBend transmigrieren die Monozyten in den Subintimalraum und differenzieren dort
zu TGFB-, TNFa-, EGF- (engl. epidermal growth factor) und FGF-exprimierenden Makrophagen
(Bruce et al. 2014; van Royen et al. 2002; Hoefer et al. 2004; Deindl et al. 2003). Die
freigesetzten Wachstumsfaktoren und Zytokine diffundieren in die mediale Schicht der
Kollateralen und aktivieren die dort fir die GefaBumstrukturierung notwendigen Signalwege
der glatten Muskelzellen (engl. smooth muscle cells, SMC) (Hoefer et al. 2004; Buschmann et
al. 2003). Die SMC transformieren ihren ruhenden, kontraktilen Phdnotyp zu einem
proliferativen, migratorischen und synthetischen Phanotyp und migrieren in den
subendothelialen Raum, wo sie die EZM degradieren und schlieflich durch die Synthese von
EZM-Komponenten wie Kollagen, Elastin und Proteoglykane eine neue SMC-Schicht bilden.
Die auf diese Weise entstandenen reifen Kollateralgefaile mit vergrofRertem
GefaBdurchmesser bewirken eine Verringerung des Druckgradienten im Blutfluss und
normalisieren die mechanischen Belastungen der Gefdalwand (Scholz et al. 2000; Ungerleider
et al. 2016). Folglich wird nach Umstrukturierung der EZM und Stabilisierung der GefaRe die
EZ-Aktivierung herunterreguliert und die SMC redifferenzieren in ihren kontraktilen,

ruhenden Phanotyp, wodurch die Arteriogenese beendet wird (Brown et al. 2005).

1.5 Die extrazelluldren Matrix

Die EZM ist eine dreidimensionale, nicht-zelluldre Struktur, die in jedem Gewebe vorkommt
und unverzichtbar fir das lebensfahige humane System ist. Die EZM wird bereits wahrend der
frihen Embryonalentwicklung gebildet und zeichnet sich durch eine fiir jedes Organ
einzigartige Struktur und Zusammensetzung aus. Eine wichtige Funktion der EZM ist die
physische Unterstlitzung der Gewebeintegritat und -elastizitat, wobei sie sich als dynamische
Struktur darstellt, die stdandig umstrukturiert wird, um die Homoostase des Gewebes zu
kontrollieren (Hynes 2009). Bei Saugetieren besteht die EZM aus ca. 300 Proteinen, die auch
als Kernmatrisom bekannt sind und beinhaltet Proteine wie Proteoglykane, Laminine und
Glykoproteine. Hauptbestandteil ist das Kollagen, von dem insgesamt 27 Proteine der
Kollagenfamilie bekannt sind (Kollagen Typ I-XXVI) (Kusindarta und Wihadmadyatami 2018).
In den verschiedenen Geweben werden unterschiedliche Kollagenmolekiile exprimiert

(Tabelle 2). Die interstitielle Bindegewebsmatrix umgibt alle Zellen und besteht hauptsachlich
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aus Kollagen Typ | sowie Fibronektin, was dem Gewebe ein strukturelles Gerist verleiht
(Theocharis et al. 2016). Die Basalmembran der Endothelien und Epithelien weist im Vergleich
zur interstitiellen Matrix eine kompaktere Struktur auf und besteht hauptsachlich aus Kollagen
Typ IV, Laminin, Heperansulfatproteoglykanen und Proteinen wie Nidogen und Entactin, die
von Endothelzellen, Epithelzellen und Integrin-exprimierenden Myofibroblasten synthetisiert
und freigesetzt werden (Tabelle 2). In der Knochenmatrix ist hauptsachlich Kollagen Typ | zu
finden, das von dem Proteoglykan Decorin fir die Bildung von Kollagenfasern gebunden wird
(Alberts 2017). Die Knorpelmatrix besteht zu 90% aus Kollagen Typ Il. Aggrekane binden die in
der Knorpelmatrix vorkommende Hyaluronsdure und fungieren so als mechanische

Unterstlitzung (Tabelle 2).

Zentrale Kollagene Proteoglykane
Gewebe — - -
Typ Polymerisiert zu Bezeichnung Funktion
Kollagen-
bindendes
Knochen, I:Iaut, lund V Fibrillen Decorin Protein flr die
Sehnen, Bander .
Bildung von
Kollagenfasern
Fibrillen bzw. Mechanische
Knorpel, 90%: Il laterale Acerekan Unterstitzung,
Bandscheibe 10%: VI, IX, X, XI | Verbindungen mit €8 bildet Aggregate
Typ lI-Fibrillen mit Hyaluron
GroRflachige Perlekan Strqu?Ittl:erriltlzleeund
Basalmembran IV und XVIII Netzwerke, nicht- .
i (Heperansulfat) Funktionen der
fibrillar .
Basallamina
Interstitielle Bindet an Typ I-
Bindegewebs- I Fibrillen Decorin Kollagen und
matrix TGFB

Tabelle 2: Zusammensetzungen der Knochen-, Knorpel- und Bindegewebsmatrix (Alberts 2017).

Weiterhin kann die EZM auch Wachstumsfaktoren wie FGF und andere Signalmolekiile wie
TGFB binden und damit das Zellverhalten beeinflussen (Border und Noble 1994; Yu et al.
2016). Die EZM unterliegt in einem gesunden Milieu einem Gleichgewicht aus Zell-vermittelter
Synthese, Degradation, Wiederzusammenbau und zahlreichen chemischen Modifikationen,
das in komplexen Prozessen die Homo&ostase des Gewebes aufrechthalt. Hierbei sind vor allem
die Spaltung und die Degradation sowie die Aktivierung von Wachstumsfaktoren von
wichtiger Bedeutung, die liber enzymatische Aktivitditen der MMP vermittelt werden. MMP
werden entweder als |6sliche Enzyme freigesetzt oder liegen als Membran-verankerte

Proteinasen vor und werden mittels proteolytischer Spaltung oder Modifizierung der
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Thiolgruppe durch Oxidation aktiviert. MMP kodnnen alle Proteine der EZM spezifisch
schneiden. Bislang wurden 23 humane MMP identifiziert, die sich folgende funktionelle
Domadnen teilen: Signalpeptiddomédne, Propeptiddomane, katalytische Domane und
Hamapoxin-dhnliche Domane (mit Ausnahme von MMP7, -23 und -26) (Visse und Nagase
2003; Jarveldinen et al. 2009). Unter normalen Bedingungen sind Expression und Aktivitat der
MMP gering, allerdings steigt beides, beispielsweise bei den Entziindungsprozessen, im
Synovium der RA stark an und verschiebt das Gleichgewicht in Richtung EZM-Degradation
(Abbildung 6) (Ainola et al. 2005).

‘7‘—\/\{‘ - s x)\_r\b > —
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< ,,,\)\;\:)\_‘?" Synowales Lining

~ RASF
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\ ‘.\\ °\ R Q — Knorpel

e @& = Matrixmetalloproteinasen

Knochen

Abbildung 6: RASF-vermittelte Matrixdegradation. Aktivierte RASF sezernieren zahlreiche
Matrixmetalloproteinasen (MMP) wie beispielsweise MMP3 und zersetzen so die Matrix von Knorpel
und demineralisiertem Knochen. Dies tragt maRgeblich zur Gelenkdestruktion in RA-Patienten bei.
Abbildung erstellt in BioRender.com.

1.5.1 Einfluss von EZM-Fragmenten auf die RA

Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, sezernieren aktivierte RASF unter pro-inflammatorischen
Bedingungen vermehrt MMP, was zur Folge hat, dass sich das unter normalen Bedingungen
in der EZM vorherrschende Gleichgewicht verschiebt und es zu einer (ibermaBigen
Matrixdegradation und MMP-Aktivitat kommt, wodurch beim Abbau der EZM zahlreiche
Matrixfragmente freigesetzt werden. Diese freigesetzten Matrixfragmente aktivieren und
beeinflussen wiederum die im Synovium lokalisierten RASF, indem sie die Adhdsion und
Migration fordern und somit mafRgeblich zur destruktiven Progression der RA beitragen
(Lefevre et al. 2017). Weiterhin werden bei der Degradation bzw. Umstrukturierung der
Basalmembran im Kontext der pathologisch induzierten Angiogenese, wie beispielsweise bei
der Tumorgenese, Matrixfragmente der Kollagene Typ IV und Typ XVIII freigesetzt, die als
Canstatin, Arresten, Tumstatin und Endostatin bekannt sind und anti-angiogene

Eigenschaften aufweisen (Abbildung 7) (Mundel und Kalluri 2007; Felbor et al. 2000).
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Abbildung 7: RASF-vermittelte Freisetzung von Kollagenfragmenten. Aktivierte RASF sezernieren
vermehrt Matrixmetalloproteinasen (MMP), wodurch die Matrix degradiert wird. In diesem
Zusammenhang werden Matrixfragmente beispielsweise des Kollagens Typ IV und XVIII freigesetzt, die
als Canstatin, Tumstatin, Arresten und Endostatin bekannt sind. Abbildung erstellt in BioRender.com.

1.5.1.1 Fragmente des Kollagen Typ IV

Kollagen Typ IV ist der Hauptbestandteil der Basalmembran, somit auch der Basis der
vaskuldren EZ-Schicht, und besteht aus sechs verschiedenen a-Ketten, al-a6, die eine Tripel-
Helixstruktur ausbilden. Die Zusammensetzung der a-Ketten wird durch die C-terminale
Domédne von Kollagen Typ IV bestimmt, die auch als nicht-kollagene 1 (NC1) Domane
bezeichnet wird (Hudson et al. 1993; Kihn 1995). Wahrend der Tumorprogression und
Metastasierung wird Kollagen IV in Folge der EZM-Degradierung verstarkt von MMP2 und
MMP9 degradiert (Zeng et al. 1999). Durch Schneiden an der NC1-Domane der al-3-Kette von
Kollagen IV werden Fragmente freigesetzt, fiir die in der Literatur eine anti-angiogene Wirkung
beschrieben wurde. Zu diesen Fragmenten zdhlen beispielsweise Canstatin, Arresten und
Tumstatin. Diese Fragmente inhibieren die EZ-Proliferation sowie die Migration und

induzieren die Apoptose der EZ (Mundel und Kalluri 2007).

Arresten ist ein 26 kDa grofRes Matrixfragment der NC1-Domane der al-Kette und inhibiert
die Proliferation der EZ liber den bFGF (engl. basic fibroblast growth factor). AuRerdem wirkt
Arresten Uber das Binden des a1B1-Integrins und (iber die damit einhergehende Inhibierung
des Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs anti-angiogen (Colorado et al.
2000). Ein weiteres Matrixfragment von Kollagen IV ist 38 kDa groRe Tumstatin, das aus der

NC1-Domaéne der a3-Kette stammt und Uber avp3-Integrine an EZ bindet (Maeshima et al.
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2000). Die Bindung an avpB3-Integrine spielt dabei eine wichtige Rolle fiir die anti-angiogene
Wirkung von Tumstatin (Maeshima et al. 2001). Bei Canstatin handelt es sich um ein 24 kDa
grofSes Kollagen IV-Fragment der a2-Kette, das ubiquitar im gesamten Kérper exprimiert wird
(Kamphaus et al. 2000; Khoshnoodi et al. 2008). Canstatin interagiert wie Tumstatin Uber
avB3-Integrine, wobei Canstatin zusatzlich avp5-Integrine bindet (Magnon et al. 2005;
Maeshima et al. 2000). Es wird angenommen, dass Canstatin, ebenso wie Arresten, in Folge
der Membrantyp (MT)1- MMP und MT2-MMP vermittelten Kollagen IV-Degradation lber die
Interaktion mit der al- und a2-Kette der NC1-Domane freigesetzt wird (Rebustini et al. 2009).
Jedoch konnte bislang nicht geklart werden, ob MMP2 und MMP9 ebenfalls zur Freisetzung
von Canstatin beitragen. Interessanterweise ist Canstatin in der interstitiellen Matrix der
Synovialmembran in RA Patienten exprimiert und inhibiert die Tubebildung sowie Migration
von lymphatischen EZ mittels Inhibierung der ANGPT1-induzierten Proliferation (Poduval et
al. 2007; Hwang-Bo et al. 2012). Allerdings ist bislang sehr wenig lGber das Expressionsprofil
von Canstatin in den Organen und im Serum sowohl unter physiologischen als auch unter

pathologischen Bedingungen bekannt.

1.5.1.2 Fragmente des Kollagen Typ XVIII

Das humane Gen des Kollagen Typ XVIII ist auf dem Chromosom 21 lokalisiert und gehort zu
einer Gruppe kollagenadhnlicher Proteine der EZM, auch bekannt als Multiplexine (Oh et al.
1994b; Marneros und Olsen 2005). Am nachsten verwandt ist das Kollagen XVIII mit dem
Kollagen XV, mit dem es sich ein N-terminales Thrombosponin-dahnliches Modul teilt. Kollagen
XVIII besitzt eine trimere Struktur mit einem zentralen Bereich aus drei homologen al-Ketten
und besteht aus 10 Kollagenregionen, die durch 11 NC-Domanen unterbrochen sind (Halfter
et al. 1998; Oh et al. 1994a). Als einer der Hauptbestandteile der epithelialen und vaskuldren
Basalmembran ist Kollagen XVIII weit verbreitet und spielt insbesondere bei der
Gefallneubildung als negativer Regulator der Angiogenese eine groRe Rolle (Halfter et al.
1998; Li und Olsen 2004). Viele Studien belegen, dass Kollagen XVIII in zahlreiche
pathologische Prozesse wie bei der Arteriosklerose und renalen Ischamie als Mediator des
Leukozyteneinstroms involviert ist (Moulton et al. 2004; Zaferani et al. 2014). Kollagen XVIII
wird mit hoher Effizienz von den Proteasen Cathepsin L und Elastase geschnitten, wodurch
das 22 kDa grolRe Kollagenfragment Endostatin freigesetzt wird (Felbor et al. 2000; Wen et al.

1999). Endostatin besitzt mehrere interagierende Bindungsdomanen, an die Integrine wie
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a5B1, avp3 sowie avp5 binden und dariiber hinaus lGber die Bindung wiederum auf EZ wirken
(Sudhakar et al. 2003; Rehn 2001). Endostatin kann beispielsweise den av3-Integrin-Liganden
Gelatine binden und darliber EZ hemmen (Kim et al. 2000). Weiterhin ist auch ein direkter
Einfluss auf die EZ moglich, indem Endostatin an die EZ-Wachstumsfaktorrezeptoren VEGFR1
und VEGFR2 bindet (Kim et al. 2002; Hajitou et al. 2002). Uber beide Mechanismen kann

Endostatin somit die GefaBneubildung inhibieren.

1.6 Analyse der RASF-vermittelten Matrixinvasion im SCID-Maus-Modell der RA

Aufgrund der vielfaltigen Ablaufe, die in komplexen pathogenen Prozessen den Ausbruch der
RA induzieren und aufrechterhalten, ist es bisher nicht moglich, die Progression der RA mit
allen spezifischen Charakteristika in einem Tiermodell darzustellen. Allerdings lassen sich
bestimmte Eigenschaften der RA unter definierten Bedingungen in Tiermodellen analysieren.
Ein Beispiel hierfiir ist das SCID (engl. severe combined immunodeficiency) -Maus-Modell der
RA, mit dem es moglich ist, unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen der RA unter
Abwesenheit von T- und B-Zellen des adaptiven Immunsystems zu untersuchen. Wie der
Name des Modells aussagt, weisen SCID-Mause in den Genen, die fir die Entwicklung und
Differenzierung von T-Lymphozyten kodieren, eine Mutation auf, sodass der adaptive Teil des
Immunsystems nicht funktionell ausgebildet werden kann. Das bedeutet, dass SCID-Mause
sehr anfallig fur Infektionen sind und unter pathogenarmen Bedingungen gehalten werden
mussen. Die Immundefizienz hat allerdings den Vorteil, speziesfremde Gewebe und Zellen
implantieren zu kénnen, da diese nicht abgestoRen werden. Das SCID-Maus-Modell wurde
daher fiir Untersuchungen zur Pathophysiologie der RA etabliert, um molekulare
Interaktionen von Gewebe und Zellen humanen Ursprungs im Kontext der Knorpel- und

Knochendestruktionen detaillierter analysieren zu kénnen.

1.6.1 Implantationstechniken

Urspriinglich wurde das SCID-Maus-Modell zunachst fir die Co-Implantation des gesamten
RA-Synoviums und einem Stiick humanen Knorpels entwickelt, um die Interaktionen zwischen
Synovium und Knorpel in der Abwesenheit der peripheren humanen Blutkomponenten zu
untersuchen (Rendt et al. 1993; Geiler et al. 1994). Zur spezifischeren Analyse des RASF-
Phanotyps ohne Einfluss anderer Synovialzellen und humanen Matrixkomponenten bezliglich
der Knorpelinteraktion wurden in spateren Versuchen kultivierte RASF zusammen mit einem

humanen Knorpel unter die Nierenkapsel implantiert (Miller-Ladner et al. 1996). Im weiteren
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Verlauf wurde das SCID-Maus-Modell nochmals weiterentwickelt und die RASF mittels der
inverse wrap-Technik subkutan statt unter die Nierenkapsel implantiert (Judex et al. 2001).
Die Migration der RASF Uber das Blutsystem mit anschlieBender Invasion in von der
Implantationsstelle entfernt liegende Knorpel konnte anhand des SCID-Maus-Modells von
Lefevre et al. gezeigt werden. Hierflir wurden ipsilateral und kontralateral eine Tragermatrix
mit humanem Knorpel subkutan implantiert, wobei nur das ipsilaterale Implantat RASF
enthielt (Abbildung 8) (Lefévre et al. 2009). Somit kann die direkte Invasion der RASF in den
co-implantierten Knorpel ipsilateral untersucht werden, wohingegen die RASF zum

kontralateral eingesetzten Knorpel erst migrieren missen.

RASF Gelatinematrix
\
-
Knorpel -~
Humaner Knorpel Humaner Knorpel
mit RASF ohne RASF
IPSILATERAL KONTRALATERAL

Abbildung 8: SCID-Maus-Modell der RA. Subkutane Co-Implantation von RASF und humanem Knorpel
mit einer Gelatinematrix auf der ipsilateralen Seite, wahrend kontralateral nur humaner Knorpel ohne
RASF in einer Gelatinematrix implantiert wird. Abbildung erstellt in BioRender.com.

1.6.2 Analyse der Migration und Invasion im SCID-Maus-Modell

Mit dem SCID-Maus-Modell konnte demonstriert werden, dass kultivierte RASF sowohl Gber
mehrere Passagen als auch wahrend der 60-tagigen Implantationsperiode ihren aggressiven-
destruktiven Phanotyp aufrechterhalten. Somit konnte gezeigt werden, dass RASF auch ohne
Anwesenheit von Makrophagen oder Lymphozyten in den co-implantierten Knorpel
invadieren und eine perichondrozytare Knorpeldegradation bewirken kénnen (Neumann et
al. 2002; Miiller-Ladner et al. 1997). Weiterhin kann dieses Tiermodell auch Aufschluss tber
der Verbreitung der RA in einem lebenden Organismus geben, da es zeigt, dass RASF als
Schlisselspieler der Matrixdegradation dazu in der Lage sind, ohne zusatzliche Stimuli Gber

das vaskuldre System in entfernte Knorpel zu invadieren und diese zu degradieren (Lefévre et
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al. 2009). RASF kénnen somit ihr aggressives und destruktives Potenzial nicht nur erhalten,
sondern es auch auf ein entferntes, bislang nicht betroffenes, Knorpelareal (ibertragen

(Lefevre et al. 2009).

1.6.3 Analyse der Angiogenese im SCID-Maus-Modell

Wie in Kapitel 1.4.2 beschrieben wurde, ist die verstarkte pathogene Angiogenese ein friihes
und charakteristisches Merkmal der RA und tragt malRRgeblich zu dessen Progression bei. Auch
im SCID-Maus-Modell konnte bereits durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass die RASF spezifisch die Angiogenese modifizieren und es bereits 3 Tage nach RASF-
Implantation zur Ausbildung Helix-dhnlicher Gefalle an den ipsilateralen und kontralateralen
Implantaten kommt. Interessanterweise sind die Helix-dhnlichen Gefdlle nur nach der
Implantation von RASF und nicht nach Implantation von gesunden SF zu beobachten, was
mutmalien lasst, dass das durch chronische Entziindung veranderte Expressionsprofil der
RASF spezifisch die Interaktion mit den EZ und somit die Angiogenese beeinflusst
(Zimmermann 2011). Daher wurde das beschriebene SCID-Maus-Modell der RA eingesetzt,
um die Interaktion der RASF mit EZ im Kontext der GefaRneubildung im Rahmen dieser Arbeit

Zu untersuchen.
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2. ZIEL DER ARBEIT

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass es schon in friihen Stadien der RA zu Veranderungen
bei der Angiogenese im Synovium von RA-Patienten kommt. Diese Verdanderungen fiihren im
spaten Stadium der RA zu einer erheblichen Modifikation der GefaRstruktur, sodass die
Gefalle diffus und teilweise Helix-ahnlich erscheinen (Kapitel 1.4.2). Die Modifikation der
GefaBstrukturen zu Helix-ahnlichen Gefdllen konnte auch im Rahmen von Vorarbeiten im
SCID-Maus-Modell der RA beobachtet werden. Hier wurden die Helix-dhnlichen GefaRe RASF-
spezifisch induziert, was spezifische RASF/EZ-Interaktionen vermuten lasst. Allerdings wurde
die Prozesse der spezifischen RASF/EZ-Interaktionen bislang nicht naher untersucht, sodass
keine Kenntnisse dartiber vorhanden sind, wie sich die RASF/EZ-Interaktionen sowohl
funktionell als auch auf molekularer Ebene auswirken. Auch wurden bislang keine spezifischen
Molekiile identifiziert, die in die Entstehung der veranderten GefdBstruktur bei der RA
involviert sind. Weiterhin charakteristisch fir die Progression der RA ist das chronisch
entziindliche Milieu im hyperplastischen Synovium betroffener Gelenke. Bedingt durch die
andauernde chronische Entziindungsreaktion sowie der erhdhten Prdsenz von
Entziindungszytokinen durch wiederkehrende inflammatorische Stimuli bei entziindlichen
Schiiben, liegen erhohte Konzentrationen an Entziindungszytokinen vor, wie z.B. von IL-1f
oder TNFa. Dies hat zur Folge, dass die RASF einen aggressiven und destruktiven Phanotyp
entwickeln, der es den RASF ermdglicht, verstarkt Matrix zu degradieren und in den Knorpel
und darunterliegenden Knochen zu invadieren. Zudem hat die permanente Aktivierung der
RASF auch einen Einfluss auf die RASF/EZ-Interaktionen im Synovium, da aktivierte
Fibroblasten als Wundheilungszellen einen stimulierenden Effekt auf die EZ haben, zur

Angiogenese anregen, aber auch an den Umstrukturierungen der Gefal3e beteiligt sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die RASF-vermittelte veranderte Angiogenese zu
charakterisieren. Hierfiir sollte der Verlauf der Entstehung der Fibroblasten-vermittelten
verdanderten Angiogenese in vivo im SCID-Maus-Modell der RA beschrieben und der
Zusammenhang mit der RASF-vermittelten Invasion untersucht werden. Weiterhin sollte die
Frage geklart werden, ob es auch in einem Kurzzeit-in vitro-Experiment moglich ist, den
Einfluss der RASF auf die EZ zu beschreiben und ob molekulare Faktoren, wie beispielsweise
spezifische GefaRRregulatoren, eine verdanderte Expression im Kontext der RASF/EZ-Interaktion

aufweisen. In diesem Kontext sollten auch die im Kurzzeit-in vitro-Experiment identifizierten
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Faktoren im SCID-Maus-Modell der RA sowie im Synovium von RA- und OA-Patienten
analysiert werden. Zudem sollte untersucht werden, welchen Einfluss eine wiederholte
Exposition von RASF mit Entziindungszytokinen auf die Angiogenese hat und wie sich
diesbeziiglich das Expressionsprofil wiederholt aktivierter RASF verandert. Im Fokus stand
deshalb die Expression von pro-inflammatorischen Molekiilen und angiogenen Faktoren, die
mit der Progression sowie der Angiogenese der RA assoziiert sind. Zuletzt sollte auRerdem die
Frage geklart werden, welchen Einfluss die wahrend der RASF-vermittelten
GefaBumstrukturierung freigesetzten Matrixfragmente auf die RASF/EZ-Interaktionen bzw.
die RASF-vermittelte Angiogenese in vitro und in vivo haben. Folgende Punkte wurden im

Verlauf der Arbeit bearbeitet:

1.) Charakterisierung der RASF-vermittelten veranderten Angiogenese im SCID-Maus-
Modell der RA mit Beschreibung der Kinetik der veranderten Angiogenese und Analyse
der RASF-vermittelten Invasion

2.) Charakterisierung der funktionellen RASF/EZ-Interaktionen bezlglich der verdnderten
Angiogenese im Kurzzeit-in vitro-Experiment

3.) Untersuchung der Expression von spezifischen Gefallregulatoren im Kurzzeit-in vitro-
Experiment in Bezug auf die RASF/EZ-Interaktionen

4.) Analyse der identifizierten Faktoren in der veranderten Angiogenese im SCID-Maus-
Modell der RA sowie im Synovium von RA- und OA-Patienten

5.) Analyse der wiederholten (= repetitiven) Stimulierung von RASF hinsichtlich des
Expressionsprofils von pro-inflammatorischen Zytokinen und Faktoren der
Angiogenese

6.) Analyse des Einflusses von Matrixfragmenten auf die RASF/EZ-Interaktionen in vitro
und in vivo

7.) Testen der Matrixfragmente bzgl. der RASF-vermittelten veranderten Angiogenese

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten Aufschluss liber die Rolle von chronisch aktivierten
RASF hinsichtlich der verdanderten Angiogenese in der RA erbringen und in diesem
Zusammenhang die molekularen Mechanismen der spezifischen RASF/EZ-Interaktionen
erklart werden. In diesem Zusammenhang sollte auch geklart werden, welchen Einfluss

anti-angiogene Matrixfragmente auf die RASF/EZ-Interaktionen haben.
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3. MATERIAL

3.1 Verwendete Tiere

Far die in vivo-Analysen der RASF/EZ- sowie RASF/Matrix- Interaktionen auf die
GefaRneubildung wurden Mause verwendet, die einen schweren kombinierten Immundefekt
(SCID) aufweisen, welcher sowohl die Reifung von B- als auch der T-Lymphozyten betrifft.
SCID-M3use tragen eine genetisch autosomal-rezessive Mutation, die als Prkdc*“® bezeichnet
wird. Diese Mutation bewirkt eine Umordnung einzelner Genelemente der Immunglobulin-
und T-Zell-Antigenrezeptor-Gene, wodurch den SCID-Mausen funktionsfahige Lymphozyten
fehlen. SCID-Mdause besitzen lediglich normale natirliche Killerzellen, Makrophagen und

Granulozyten.

Fiir die in dieser vorliegenden Arbeit durchgefiihrten in vivo-Experimente wurden 6-8 Wochen
alte, weibliche Fox Chase SCID-M3use mit der Bezeichnung CB17/Icr-Prkdcs/IcricoCrl von
Charles River (Sulzbach) verwendet. Die SCID-Mause wurden unter keimarmen Bedingungen
gezlichtet und am Biomedizinischen Forschungszentrum Seltersberg in Gielen ebenfalls
keimarm gehalten. Die Durchfiihrung der Tierexperimente nach dem Tierschutzgesetz wurde

vom Regierungsprasidium GieRen genehmigt (Az. V54 — 19 ¢ 20 15 h 01 GI 20/10).

3.2 Verwendete Zellen

Name Hersteller

Umbilical vein endothelial cells (HUVEC) PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Synoviale Fibroblasten von Patienten mit
rheumatoider Arthritis (RASF)

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien und primare Zellen

Aus der Gewebebank der Arbeitsgruppe

33 Medien und Losungen

Bezeichnung Bestandteile
o ] FCS, 10% DMSO, gelagert bei 4°C fiir ca. 1-
Einfriermedium
2 Wochen
1% Eosin, H,O0 (filtriert): dunkel gelagert
Eosin-Losung und vor Gebrauch einige Tropfen 96%ige

Essigsaure zugegeben

0,1% Hamatoxylin, 0,2 g/l Natriumjodat,
50 g/I Kaliumaluminiumsulfat: vollstandig
in H20 gel6st; 50 g/l Chloraldehyd; 1 g/l
Zitronensaure; filtriert, dunkel gelagert

Hamatoxylin-Losung
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40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM
EDTA

Losemittel Arresten 20mM Tris, 150mM NaCl (pH = 8.0)

500 m|I DMEM (low glucose), 10%
hitzeinaktiviertes FCS, 100 U/ml Penicillin,
10 pg/ml Streptomycin, 10 mM HEPES,
Lagerung bei 4°C fir bis zu ca. 1 Monat

50 ml Endothelial Cell Growth Medium 2 +
1,25 ml Supplement Mix

TAE-Puffer

RASF-Zellkulturmedium

Endothelzell-Kulturmedium

Tabelle 4: Verwendete Medien und Lésungen.

3.4 Enzyme

Bezeichnung Hersteller Katalognummer

. Capricorn-Scientific,
Trypsin-EDTA TRY-1B10
Ebsdorfergrund, Deutschland

AMV Reverse Transkriptase Promega, Walldorf, Deutschland | M510F

Dispase Corning, New York, USA 354235

Proteinase K ABclonal, Woburn, USA RP02503LQ
Capricorn-Scientific,

Accutase ACC-1B

Ebsdorfergrund, Deutschland

Hyaluronidase (Type Ill) Sigma Aldrich, St. Louis, USA H2126-100mg

Tabelle 5: Verwendete Enzyme.

35 Antikérper

3.5.1 Primare Antikérper fir die immunhistochemischen Analysen

Antigen Spezifitit Verdiinnung | Hersteller Produkt-
nummer
Monoklonal
Vimentin Maus anti- 1:100 DAKO, Hamburg, | /20,
Deutschland
human
Monoklonal
cD31 Maus anti- 1:50 R&D Systems, BBA7
Minneapolis, USA
human
Polyklonal .
CD63 Kaninchen 1:200 Proteintech, 25682-1-AP
. [llinois, USA
anti-human
Polyklonal
R&D Syst
Ephrin-B2 Ziege anti- 1:20 <D Systems, BAF496
Minneapolis, USA
human/Maus
Monoklonal
R&D Syst
Angiopoietin-2 | Maus anti- 1:50 <D oystems, MABO098
Minneapolis, USA
human/Maus
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Polyklonal
L . . ) R&D Systems,
Angiopoietin-2 | Ziege anti- 1:20 Minneapolis, USA AF623
human
Monoklonal .
Angiopoietin-2 | Kaninchen 1:50 Sicam, Cambridge, Ab155106
anti-Maus
Monoklonal Biolgend, San
CD31 PE Ratte anti- 1:50 o'eend, 561073
Diego, USA
Maus
Tabelle 6: Verwendete primare Antikorper flir immunhistochemische Analysen.
3.5.2 Verwendete sekundare Nachweissysteme
Sekundare Antikérper / . Produkt-
. Verdiinnung | Hersteller
Nachweissysteme nummer
Histofine MAX PO (Multi) . Nichirei Biosciences,
. . Unverdinnt 414152F
anti-Maus und -Kaninchen Tokoyo, Japan
H.L Cy3 (Esel anti-Ziege) 1:250 Abcam, Cambridge, UK Ab6949
Alexa Fluor 488 (Ziege anti- Thermofisher Scientific,
1:500 A-11001
Maus) Waltham, USA
IgG H.L Cy3 (Ziege anti-
8G H.L Cy3 (Zieg 1:250 Abcam, Cambridge, UK | Ab6939
Kaninchen)
Tabelle 7: Verwendete sekundare Nachweissysteme.
3.6 Blockierungsreagenzien
Bezeichnung Verdiinnung Hersteller Produktnummer

Carl Roth, Karlsruhe,
BSA 1% 9048-46-8
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Magermilchpulver 2% - 5% T1451
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Paraformaldehyd (PFA) | 4% F554-4L
Deutschland

Tabelle 8: Verwendete Blockierungsreagenzien.

3.7 Isotypkontrollen

Bezeichnung Verdiinnung | Hersteller Produktnummer
eBiosciences, San Diego,
Maus IgG1 kappa 1:100 14-4714-82
USA
BD Biosciences, Franklin
Maus IgG1 1:25 550878
Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin
Maus IgG kappa 1:100 349040
Lakes, USA
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BD Biosciences, Franklin
Maus IgG2a 1:100 553388
Lakes, USA
. Santa Cruz, Santa Crugz,
Ziege I1gG 1:100 Sc-2028
USA
) R&D Systems, Wiesbaden,
Ziege I1gG 1:100 AB-108-C
Deutschland
BD Biosciences, Franklin
PE Ratte IgG2a 1:50 553930
Lakes, USA
Kaninchen IgG 1:15 Abcam, Cambridge, UK Ab1259389

Tabelle 9: Verwendete Isotypkontrollen.

3.8 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Katalog-Nummer / PZN
-Slide 15-Well
H ) ) Ibidi, Grafelfing, Deutschland 81506
Angiogenesis
p-Slide 18-Well Coverslip Ibidi, Grafelfing, Deutschland 81817
0,9% steriles Natriumchlorid | Fresenius Kabi, Bad Homburg
06605514
(10 ml Ampullen) Deutschland
0,9% steriles Natriumchlorid | B. Braun SE, Melsungen,
08646871
(500 ml Flaschen) Deutschland
Cellstar, Greiner Bio-One,
12-Well Platte . . ] 665180
Kremsmiinster, Osterreich
. Capricorn-Scientific,
1x PBS (steril) PBS-1A
Ebsdorfergrund, Deutschland
Cellstar, Greiner Bio-One,
24-Well Platte . .. ) 662160
Kremsmiinster, Osterreich
Cellstar, Greiner Bio-One,
48-Well Platte . .. . 677180
Kremsmiinster, Osterreich
. ) 3506
6-Well-Plate Corning, Cambridge, UK
Cellstar, Greiner Bio-One,
96-Well Platte . .. ] 655180
Kremsmiinster, Osterreich
Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland CP40.3
] Vector Laboratories, Newark,
AEC-Substrat-Kit SK-4200
USA
AMV RT-Puffer Promega, Madison, USA M515A
BD Microfine Insulinspritzen | Becton Dickinson, Franklin
04144150
(0,3 ml U100) Lakes, USA
Bayer Vital, Leverkusen,
Bepanthen Augensalbe (5 g) 01578681
Deutschland
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Calcein-AM

PromoCell, Heidelberg,
Deutschland

PK-CA707-80011-2

C-Chip Neubauer Improved

. . Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland | PK36.1
(Einweg-Zahlkammer)
Cell Recovery Solution Corning, Cambridge, UK 354253
Dispase Corning, Cambridge, UK 354235
DMEM (low glucose) GE Healthcare, Chicago, USA SH30021.01
dNTP-Mix Roche, Basel, Schweiz 11814362001
o Greiner, Frickenhausen,
Einfrierrohrchen (2ml) 122263
Deutschland
Endothelial Cell Growth PromoCell, Heidelberg,
i C-22010
Medium Deutschland
Endothelial Cell Growth PromoCell, Heidelberg,
. C-22011
Medium 2 Deutschland
Entellan Merck, Darmstadt, Deutschland | 107960
Eosin Merck, Darmstadt, Deutschland | 1.00121.0500
Cellstar, Greiner Bio-One, 227261
Falcon (50 ml, 15 ml) . . ]
Kremsmuiinster, Osterreich 188271
Fetales Kalberserum (FCS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA F7524
Foliodrape Protect . .
i ) Paul Hartmann, Heidenheim,
Abdeckticher steril 00798185
Deutschland
(75x90 cm)
. . Carl Roth, Karlsruhe,
Hamatoxilin Cl75290
Deutschland
HEPES GE Healthcare, Chicago, USA SH30237.01
Hyaluronidase (Type Ill) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA H2126
Injekt ® Einmalspritzen B. Braun SE, Melsungen,
02057895 / 02057903
(2 ml, 5 ml) Deutschland
Interleukin-113 R&D Systems, Minneapolis, USA | 201-LB/CF

Kanulen

B. Braun SE, Melsungen,
Deutschland

46700555-01

Ketamin Injektionslosung

Inresa Arzneimittel, Freiburg,

7714091
(100 mg/ml) Deutschland
Kombi-Tips advanced Eppendorf, Hamburg, 0030089448
(2,5 ml, 5ml) Deutschland 0030089456
Lugolsche Losung < 5% Unimedica, Kandern,
. 4251662102373
(Jodldsung) Deutschland
Medium 199 (mit Phenolrot) | VWR, Radnor, USA 392-0421
] Hexal, Holzkirchen,
Metamizol (500 mg/ml) 00651252
Deutschland
Methylcellulose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland | 9032-42-2
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MicroAMP 96-Well

Applied Biosciences, Waltham,

. N8010560
Reaktionsplatte USA
MicroAmpTM Folie fur Applied Biosciences, Waltham,
. 4311971
Reaktionsplatte USA
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland | 1310-73-2
Octeniderm Schiilke und Mayr, Norderstedt,
. . 03673202
Hautantiseptikum (250 ml) Deutschland
Pagasling sterile Mulltupfer | Paul Hartmann, Heidenheim,
11113405
(pflaumengroR) Deutschland
Pasteurpipetten Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland | 4522.1

Pipettenspitzen (steril)
(20 l, 20 pl, 100 pl, 200 pl,

Corning, Cambridge, UK

4135, 4136, 4137,

4138, 4140
1000 pl)
Pipettenspitzen (unsteril) . i
Corning, Cambridge, UK 4110, 4112, 4114
(10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Random Hexamer Primer Roche, Basel, Schweiz 11034731001
) . 0030123.301
ReaktionsgefaRe (0,5 ml, Eppendorf, Hamburg,
0030120.086
1,5ml, 2,0 ml) Deutschland
0030120.094
) Thermofisher Scientific,
RNase freies ddH,0 FERRO582
Waltham, USA
RNasin Promega, Madison, USA N2615

Rompun® (Wirkstoff:
Xylazin, 20 mg/ml
Injektionslosung)

Bayer Animal Health GmbH,
Leverkusen, Deutschland

6293841.00.00

ROTI® Mount FluorCare
DAPI, ready-to-use

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

HP20

Seralon (blau, DSS-13 6/0-
EPO,7)

Serag-Wiessner, Naila,
Deutschland

VO07341L

Serologische Einweg-
Stripetten (2 ml, 5 ml, 10 ml)

Corning, Cambridge, UK

4486, 4487, 4488

B. Braun SE, Melsungen,

Skalpell Aesculap® (steril XC18.1
P pe ) Deutschland
Sodium Citrat Buffer Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 1094371000
Spongostan Standart Johnson & Johnson, New
. 02484887
(70x50x10 mm) Brunswick, USA
. . Heinz Herenz, Hamburg,
Sterile Wattestabchen 1031229
Deutschland
Sterile Wundkompressen Paul Hartmann, Heidenheim,
01407057

(5x5 cm)

Deutschland
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Sterillium® classic pure, .

B ) ) i BODE Chemie, Hamburg,
Hande-Desinfektionsmittel, 00970709
Deutschland

(500 ml)
o PromoCell, Heidelberg,
Supplement Mix fir ECM C-39215
Deutschland
o PromoCell, Heidelberg,
Supplement Mix fiir ECM2 C-39216
Deutschland
Cellstar, Greiner Bio-One
T75-Flaschen . 658175
GmbH, Kremsmdnster,
T25-Flaschen .. ) 690175
Osterreich
Tissue Tek O.C.T. Compound | Plano, Marburg, Deutschland R1180
Peprotech, Hamburg,
TNFa AF-300-01A
Deutschland
Vasco OP Sensitive B. Braun SE, Melsungen,
04423855
Handschuhe Deutschland
PromoCell, Heidelberg,
VEGF C-64420
Deutschland
. Sidzucker, Mannheim,
Waiirfelzucker (500 g) 4006544356005
Deutschland
Zellschaber Santa Cruz, Santa Cruz, USA Sc-395252

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien und sonstige Verbrauchsmaterialien.

3.9 Gerate

Gerat

Hersteller

Biofuge pico

Heraeus, Hanau, Deutschland

CO3-Inkubator

Binder, Neckarsulm, Deutschland

ELISA Reader (Sunrise)

Tecan, Zirich, Schweiz

Leica CM 3050S (Kryostat)

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica DC 200 (Kamera)

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica DM IRB (Mikroskop)

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop (Axiovert 25)
Mikroskop (BZ-X800)

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA

Integra Bioschiences, Zizers, Schweiz
Thermofisher Scientific, Waltham, USA
Thermofisher Scientific, Waltham, USA
Bender&Hobein AG, Ziirich, Schweiz
GFL, Burgwedel, Deutschland
Thermofisher Scientific, Waltham, USA

NanoDrop ND-1000

Pipetboy acu

Quant Studio 5

Sicherheitswerkbank (Clean Bench KS 12)
Vortexer

Wasserbad

Zellzéhler (Countess R Il FL)

Tabelle 11: Verwendete Gerate.
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3.10 Software

Bezeichnung

Hersteller

BZ-X800 Analyzer

Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

Citavi Swiss Academic Software, Swadenswil, Schweiz
GraphPad Prism 6.0 GraphPad Software, Boston, USA
Magellan 5 Tecan, Zirich, Schweiz

Microsoft Office

Microsoft Corperation, Washington, USA

ND-1000 V3.5.2

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Quant Studio 5 Software

Thermofisher Scientific, Waltham, USA

Tabelle 12: Fiir Messungen und Quantifizierungen verwendete Software.

3.11 Molekularbiologische und immunologische Kits
Bezeichnung Hersteller Produktnummer
COL4A2 ELISA Kit: Human MyBioSource, San Diego, USA MBS927548
collagen type IV, alpha 2 ELISA
Kit
MIP2 (CXCL2) Human Abcam, Cambridge, UK ab184862
SimpleStep ELISA®Kit
miRNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 217004
Pierce™ chromogenes Thermofisher Scientific, A39552
Endotoxin Quant Kit Waltham, USA
PowerUp SYBR Green Master | Applied Biosystems, Foster City, A25741
Mix Deutschland
Quantikine ELISA Human R&D Systems, Minneapolis, USA DANG20
Angiopoietin-2
Quantikine ELISA Human R&D Systems, Minneapolis, USA DNSTO
Endostatin
Quantikine ELISA Human R&D Systems, Minneapolis, USA DVEOQO
VEGF
Quantikine ELISA SixPak R&D Systems, Minneapolis, USA S6050
Human IL-6
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 74106
RNeasy Plus Micro Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 74034
Tabelle 13: Verwendete molekularbiologische und immunologische Kits.
3.12 Komponenten der extrazellularen Matrix
Bezeichnung Hersteller Produktnummer
Arresten (COL4A1) Biozol, Eching, Deutschland mbs2009356
Canstatin (COL4A2) Biozol, Eching, Deutschland abx066007
Endostatin R&D Systems, Minneapolis, USA 1098-ES-050
Matrigel (Basement
Membrane, Growth Factor Corning, Cambridge, UK 356231

reduced (GFR))
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Rattenschwanz Kollagen Typ-1

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

08-115

Tumstatin (COL4A3)

Biozol, Eching, Deutschland

mbs142942

Tabelle 14: Verwendete Komponenten der extrazellularen Matrix.

3.13 Primer

Folgende Primer wurden von Qiagen (Hilden, Deutschland) als QuantiTect Primer Assay

bezogen:
Bezeichnung Gen-Symbol Produkthnummer
Hs_ANGPT2_1_SG Angiopoeitin-2 (ANGPT2) QT00100947
Hs_DLL4_1 SG Delta-like Ligand 4 (DLL4) QT00081004
Hs_EFNB2_1_SG Ephrin-B2 (EFNB2) Q100024850
Hs_JAG1_1_SG Jaggedl QT00031948
Hs_JAG1_2_SG Jagged2 QT00054397
Hs_MK167_1_SG MKI67 Q100014203
Endothelial nitric oxide
Hs_NOS3_1_SG QT00089033
synthase 3 (eNOS)
Platelet derived growth
Hs_PDGFB_1_SG QT00001260

factor B (PDGFB)

Tabelle 15: Verwendete Primer.
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4. METHODEN

4.1 Methoden zur Standardzellkultur

4.1.1 Gewebeentnahme

Die Entnahme von Synovialgewebe und Knorpel, die spater flr immunhistologische
Experimente sowie Zellkultur- und Implantationsexperimente verwendete wurden, erfolgte
im Rahmen von Routineoperationen (z.B. Gelenkersatz oder Synovektomie) in der Orthopadie
des Universitatsklinikums GieBen/Marburg und im Markus-Krankenhaus in Frankfurt nach
Aufklarung und schriftlichem Einverstandnis aller Patienten zur Verwendung der
Gewebeproben fiir experimentelle Zwecke. Fir diese Arbeit wurden Gewebeproben von
Patienten mit nachgewiesener RA oder OA verwendet. Die RA-Patienten erfiillten die 1987
vom American College of Rheumatology aufgestellten Kriterien. Die entnommenen
Gewebeproben wurden entweder zur Isolation der synovialen Fibroblasten verwendet oder
Gewebe fiirimmunhistologische Experimente eingebettet. Die verwendeten Synovialgewebe
und RASF, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, wurden aus der Gewebe- und Zellbank der
Abteilung zur Verfligung gestellt. Die Entnahme der jeweiligen Gewebe wurde von der
Ethikkommission der Universitdt GieRen genehmigt. Die Entnahme von Blutproben und
Gelenkflissigkeiten erfolgte im Rahmen von Gelenkpunktionen von stationaren RA- und OA-
Patienten der Kerckhoff-Klinik in Bad Nauheim. Die Verwendung der Gelenkflissigkeiten fir
experimentelle Zwecke erfolgte nach Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung

aller Patienten.

4.1.2 Einfrieren und Lagerung der Synovialgewebe

Die Synovialgewebe wurden gekihlt transportiert und moglichst am selben Tag oder
spatestens am Folgetag (dokumentiert) weiterverarbeitet, um eine Degradation des Gewebes
weitestgehend zu verhindern. Das Synovium wurde zunachst von den Knorpel-
Knochenplatten prapariert und in OCT TissueTek eingebettet. Das eingebettete Gewebe
wurde in ein Dewargefall mit Fllssigstickstoff Gberfiihrt und nach vollstandigem Durchfrieren

des Einbettmediums langfristig in der Gewebebank der Abteilung bei -80°C gelagert.

4.1.3 Isolation der synovialen Fibroblasten

Nach der Entnahme wurde das Synovialgewebe in 0,9 % NaCl iberfiihrt, gekihlt gelagert und

schnellstmoglich weiter verarbeitet um eine Degradation des Gewebes bzw. der RNA
47



METHODEN

bestmoglich zu verhindern. Die anschlieRende Praparation des Synoviums wurde unter
sterilen Bedingungen durchgefiihrt, wobei mittels BegieRens mit NaCl das Austrocknen des
Gewebes verhindert wurde. Fett, vernarbte und verkalkte Gewebeteile wurden mit Hilfe des
Skalpells entfernt und das Gewebe in ca. 1 mm?3 groRe Stiicke zerschnitten. AnschlieRend
erfolgte die Isolation der synovialen Fibroblasten nach den Vorgaben zur Isolation von
Synovialfibroblasten fiir die Zellbank mittels enzymatischem Verdau in steriler 10%iger
Dispase-Losung fir 2-3 h bei Raumtemperatur auf einem Schittler. Zum Abstoppen des
Verdaus wurden 20 ml Fibroblastenmedium zugegeben und die Zellsuspension durch ein
Zellsieb gegeben. AnschlieBend wurde das Filtrat fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert und das
Zellpellet in Fibroblastenmedium resuspendiert. Je nach Menge der isolierten synovialen
Fibroblasten wurden die Zellen in 25 cm? oder 75 cm?- Zellkulturflaschen tberfihrt und bei
37°C und 10% CO; kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen mit sterilem 1xPBS gewaschen und
das Fibroblastenmedium gewechselt, um Gewebereste und Zellliberreste zu entfernen. Die
Zellen wurden anschlieRend weiterkultiviert und das Medium alle 2-3 Tage gewechselt. Die

Zellen wurden schlief8lich in niedrigen Passagen in die Zellbank der Abteilung Gberfihrt.

4.1.4 Passagieren und Kultivieren der synovialen Fibroblasten und der Endothelzellen

Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 90% wurden die Fibroblasten und die HUVEC passagiert.
Hierfir wurden sie zunachst mit sterilem 1xPBS gewaschen und anschliefend mit 3 ml
1xTrypsin/EDTA bei 37°C und 10% bzw. 5% CO; inkubiert. Nach ca. 5 min wurde die Reaktion
durch Zugabe von 6 ml Fibroblasten- bzw. Endothelzellmedium abgestoppt und die
Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen tberfihrt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10
min bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in
Fibroblasten- bzw. Endothelzellmedium resuspendiert und jeweils zur Halfte (1:2) oder zu
einem Drittel (1:3) in neuen T75- bzw. T25-Zellkulturflaschen in einem Inkubator kultiviert

(Tabelle 16).

Die standardmaRige Kultivierung der Fibroblasten und der HUVEC erfolgte bei 37°C und 10%
bzw. 5% CO,, wobei alle 2-3 Tage das Medium gewechselt wurde (Tabelle 16). Fir die
Experimente wurden die synovialen Fibroblasten ausschlieRlich bis Passage 7 verwendet, da
sich bei Fibroblasten ab einem bestimmten Zeitpunkt das Genexpressionsmuster andert und
Ergebnisse nicht mehr vergleichbar sind (Neumann et al. 2010). Die HUVEC wurden ebenfalls
bis zur Passage 7 verwendet.
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Synoviale Fibroblasten HUVEC
Kultivierung 10% CO2 5% CO;
Medium DMEM (low glucose) + 10% | Endothelium Cell Growth
FCS + 1% P/S + 1% HEPES Medium 2 + Supplement Mix
Zellkulturflasche T75 T25
Mediumwechsel Alle 2-3 Tage Alle 2-3 Tage
Passagieren bei Konfluenz 90% 90%

Tabelle 16: Kultivierungsbedingungen der RASF und HUVEC.

4.1.5 Einfrieren der synovialen Fibroblasten und der HUVEC

Die Langzeitlagerung von Fibroblasten und HUVEC erfolgte im Flussigstickstofftank bei einer
Temperatur von ca. -196°C. Hierfir wurden die Zellen in einer T75- oder einer T25-
Zellkulturflasche bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert und nach zweimaligem Waschen
mit sterilem 1xPBS mit 3 ml bzw. 2 ml 1xTrypsin/EDTA abgel6st. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von Fibroblasten- bzw. Endothelzellmedium abgestoppt und die Zellsuspension fiir
10 min bei 300 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das
Zellpellet in 4 ml Einfriermedium resuspendiert und je 2 ml in ein Einfrierrohrchen gegeben.
Die Einfrierrohrchen wurden sofort in eine Einfrierbox gestellt und Gber Nacht bei -80°C
gelagert. Anschliefend wurden die Einfrierrohrchen in den Flissigstickstofftank lberfiihrt.
Hierbei ist anzumerken, dass ausschlielich auf Mykoplasmen negativ getestete Zellen im

Stickstofftank gelagert wurden, um Kontaminationen zu vermeiden.

4.1.6 Auftauen der synovialen Fibroblasten und der Endothelzellen

Nach Entnahme der Einfrierréhrchen mit Fibroblasten bzw. HUVEC aus dem
FlUssigstickstofftank wurden die Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad zligig aufgetaut.
Sobald kein Eis mehr vorhanden war, wurde die Zellsuspension sofort in 10 ml vorgewarmtes
Fibroblasten- oder Endothelzellmedium tberfihrt und fir 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, das Zellpellet mit dem entsprechenden Medium
resuspendiert und die Zellsuspension anschlieRend in eine T75- oder eine T25-
Zellkulturflasche Uberfiihrt. Nach spatestens 24 h erfolgte ein Mediumwechsel, um
abgestorbene Zellen und eventuell vorhandene DMSO-Reste zu entfernen. AnschlieBend

wurden die Zellen unter Standardbedingungen kultiviert.
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4.1.7 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde nach dem Ablésen der Zellen mittels Trypsin oder Accutase ermittelt.
Hierfir wurden 10 pl der Zellsuspension entnommen und in eine Kammer des C-Chips
gegeben. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte dann mit dem Countess Il FL Gerat nach

Herstellerangaben.

4.2 Zellbiologische Methoden zur Angiogenese und repetitiven Stimulierung in vitro
4.2.1 Zell-Tracking mit dem Lebendzellfabstoff Calcein-AM

Fir die Co-Kultur-Experimente von RASF und HUVEC wurden die RASF zuvor mit dem
zelldurchlassigen Farbstoff Calcein-AM (AM=Acetoxymethylester) markiert, um die zwei
unterschiedlichen Zelltypen voneinander unterscheiden zu konnen. Lebende Zellen nehmen
Calcein-AM (ber die Zellmembran auf. In der Zelle wird die AM-Gruppe dann enzymatisch von
Esterasen abgespalten und in Calcein umgewandelt. Calcein bindet in der Zelle Calciumionen,
wodurch ein griines Fluoreszenzsignal entsteht (Conn 2020). Somit lassen sich mittels Calcein-
AM nicht nur Zellen verfolgen (tracken), sondern auch die Zellviabilitdt bestimmen. Fir die
Markierung der RASF mit Calcein-AM wurden den RASF 30-60 min vor Versuchsbeginn 2 pl
Calcein-AM pro 1 ml Kultivierungsmedium zugegeben und die RASF bei 37°C und 10% CO;
inkubiert. Anschlieffend wurden die RASF fiir die Co-Kultur-Experimente mit Accutase abgelost

(Kapitel 4.1.4).

4.2.2 2D Tube-Formation-Experiment

Das 2D Tube-Formation-Experiment wurde in der Arbeitsgruppe fir die in vitro-Simulation der
GefaRneubildung etabliert. Ziel war, ein System zu entwickeln, mit dem die veranderte
Gefallneubildung bei der RA bzw. durch RASF auch kurzzeitig mittels in vitro-Analysen
guantifiziert werden kann und in diesem Zusammenhang auch spezifische Zell-Zell-
Interaktionen naher charakterisiert werden konnen. Das Testsystem wurde im Rahmen dieser

Dissertation fir die entsprechenden Fragestellungen modifiziert bzw. erweitert.

4.2.2.1 Tube-Formation-Experiment im 96-Well Format

Fiir die Durchfiihrung des 2D Tube-Formation-Experiments im 96-Well Format wurden RASF
und HUVEC unter Standardbedingungen bis zu einer Konfluenz von mind. 70% kultiviert. Ein

Tag vor Versuchsbeginn wurden die HUVEC passagiert (Kapitel 4.1.4). Dieser Schritt war
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unerlasslich fiir eine erfolgreiche Tubebildung. Die bendtigte Menge an Wachstumsfaktor-
reduziertem (engl. growth factor reduced, GFR) Matrigel wurde tGber Nacht bei 4°C aufgetaut.
Am Versuchstag wurden die RASF mit Calcein-AM markiert (Kapitel 4.2.1). Eine vorgekihlte
96-Well Platte wurde mit 35-40 ul Matrigel beschichtet und fiir 30-60 min bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Die Zellen wurden mit Accutase abgeldst, fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert
und anschliefend in ECM2 resuspendiert. Dabei musste das ECM2 Volumen so gewahlt
werden, dass die absolute Zellzahl pro ml bei den HUVEC 2,6x10° Zellen (Z)/ml und bei den
RASF 1,3x10° Z/ml ergab. In jedes Well wurden 50 pl (= 13.000 Z) der HUVEC-Suspension
gegeben. Fir die Co-Kultur-Experimente wurden zusétzlich 15% RASF (= 1.950 Z), ausgehend
von der fiir das Experiment verwendete HUVEC-Zellzahl, zugegeben. Zur Analyse der Effekte
der extrazelluldren Matrix auf die Tubebildung wurden die Zellen mit Endostatin, Canstatin,
Tumstatin und Arresten stimuliert. Die Zellen wurden fiir 4 h bei 37°C und 5% CO; in einem
Gesamtvolumen von 100 ul pro Well kultiviert. Nach 4 h wurde die Tubebildung mit dem
Keyence Mikroskop in der 40- und 100-facher VergréBerung dokumentiert. Fir die
Aufnahmen der Co-Kultur-Experimente wurden zusatzlich Overlay-Fotos der Zellen im

Phasenkontrast mit griin fluoreszierenden Calcein-AM gefarbten RASF angefertigt.

4.2.2.2 Tube-Formation-Experiment auf Mikroobjekttragern

Fir die Quantifizierung der Tube-Formation-Experimente unter Verwendung einer Software
wurde im Rahmen dieser vorliegenden Dissertation das Protokoll optimiert und fiir die
Verwendung von Mikroobjekttragern angepasst. Der Vorteil der Mikroobjekttrager war, dass
lediglich 10 pl Matrigel-Beschichtung pro Well benétigt wurden, wodurch eine ebenmaRBigere
Beschichtung erfolgte und weniger Lufteinschliisse in der Matrigel-Beschichtung vorhanden
waren. Dies ermoglichte eine Fotodokumentation in verbesserter Qualitdt und somit eine
reprasentativere Quantifizierung der Tubes. Der Ablauf des Tube-Formation-Experiments auf
den Mikroobjekttragern erfolgte wie unter Kapitel 4.2.2.1 beschrieben. Die HUVEC wurden 20
h vor Beginn des Experimentes mit 0,2 pg/ml Canstatin vorstimuliert. Am Versuchstag wurden
die Mikroobjekttrager bei Raumtemperatur (RT) fur ca. 20 min inkubiert. Die Zellsuspensionen
wurden mit dem berechneten Volumen ECM2 verdinnt, sodass die HUVEC eine
Gesamtzellzahl von 2,6x10° Z/ml und die RASF 1,2x10° Z/ml ergaben. Pro Well wurden 30 pl
(= 7800 Z) der HUVEC Zellsuspension und fiir die Co-Kultur-Experimente 15% RASF in 10 pl

(=1170 Z) zugegeben. Die Zellen wurden mit 0,5 pg/ml Canstatin stimuliert und fiir 4 bzw. 8 h
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bei 37°C und 5% CO; in einem Gesamtvolumen von 50 pl pro Well kultiviert. Als Kontrolle
wurden unstimulierte Zellen mitgefiihrt. Anschliefend wurden die Zellkulturiiberstiande
gesammelt, fiir 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert und bei -20°C fiir spatere Zytokinanalysen

gelagert.

4.2.2.3 Score zur Quantifizierung des 2D Tube-Formation-Experiments

Fir die Quantifizierung wurde jedes Well (96-Well-Platte oder Mikroobjekttrager) mittig in der
100-fachen VergroRerung im Phasenkontrast aufgenommen. Fiir die Co-Kultur-Experimente
wurden Overlay-Aufnahmen angefertigt, um die Calcein-AM-markierten RASF innerhalb des
HUVEC-Zellnetzwerkes darzustellen. Die Auswertung erfolgte mit der BZ-X800 Analyzer-
Software von Keyence unter dem Menilpunkt , XY Measure”. Folgende Parameter wurden

ausgewertet (Tabelle 17):

Parameter Auswahl Funktion unter , XY Measure*
Anzahl der Lumen (gesamte Aufnahme in der 100- Count (handisch markierte Punkte)
fachen VergroRerung)

Anzahl der Tubes (im 562.500 um? groRen Count (handisch markierte Punkte)

Bildausschnitt in der 100-fachen VergréRerung)
Anzahl der Verzweigungspunkte (im 562.500 pm? Count (handisch markierte Punkte)
grolRen Bildausschnitt der 100-fachen

VergrofRerung)

Lumenumfang [um] (gesamte Aufnahme in der 100- | Freehand line (Lange der handisch
fachen VergroRerung) eingezeichneten Linie)

Tubedicke [um] (im 562.500 pm? groRen Between-2-Points (Ldnge zwischen zwei
Bildausschnitt der 100-fachen VergréRerung) handisch gesetzten Punkten)

Tabelle 17: Verwendete Parameter fir die Quantifizierung der Tube-Formation-Experimente.

Im Verlauf des Projektes konnte der Parameter Tubedicke als geeigneter Parameter fir die
RASF- und Canstatin-vermittelten Veranderungen der Tubebildung identifiziert werden,
sodass flir alle folgenden Experimente ausschlieBlich der Parameter Tubedicke fiir die
Quantifizierung verwendet wurde. Fir die Quantifizierung der Tubedicke wurde ein
750x750 um groRer Bildausschnitt der Aufnahme in der 100-fachen VergroRerung
ausgewahlt, da durch Luftblasen oder Unebenheiten in der Matrigel-Beschichtung haufig nicht
die gesamte Aufnahme fiir die Quantifizierung verwendbar war (Abbildung 9). Als Tubes
wurden alle diinnen, netzartigen Zellstrukturen definiert, die zwei Areale des Zellnetzwerks
miteinander verbinden und dabei zwei deutliche Enden im Verzweigungsbereich aufweisen.
Die Enden der Tubes wurden jeweils mit einer griinen Markierung gekennzeichnet und

moglichst mittig zwischen der Markierung die Dicke der Tubes gemessen. Dinne
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Zellstrukturen, die nur an einem Ende mit dem Zellnetzwerk verbunden waren, wurden nicht
ausgewertet. Alle Zellstrukturen, die eine Dicke von mehr als 4 Zellen aufwiesen und mehrere
Auslaufer hatten, wurden als Zellakkumulation (Verzweigungsbereich) definiert und nicht
vermessen. Pro quantifizierten Bildausschnitt wurde der Mittelwert aller gemessenen

Tubedicken ermittelt (Abbildung 9).

Abbildung 9: Quantifizierung der Tube-Formation-Experimente Uber den Parameter Tubedicke.
Dargestellt ist das HUVEC-Zellnetzwerk in der 100-fachen VergréBerung. Es wurde ein reprasentativer
750x750 um grolRer Ausschnitt verwendet. Innerhalb des definierten Bildausschnittes wurden die
Enden der Tubes markiert (griin) und méglichst mittig zwischen zwei Markierungen die Dicke der Tubes
gemessen (rot). Zellakkumulationen mit einer Dicke aus mehr als 4 Zellen wurden nicht vermessen.

4.2.2.4 Immunzytochemie in den Tube-Formation-Experimenten

Die immunhistologischen Experimente wurden freundlicherweise mit der Unterstiitzung von
Frau Oxana Bechtgoldt durchgefiihrt. Zur Analyse der Expression des GefalRregulators Ephrin-
B2 (EPHB2) im Verlauf der Tubebildung im Tube-Formation-Experiment in vitro wurde
zunachst das Tube-Formation-Experiment wie in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben durchgefiihrt.
Fiir die immunzytochemischen Farbungen wurden allerdings anstatt der fiir die Angiogenese
verwendeten 96-Well-Platten 18-Well Mikroobjekttrager mit Glasboden verwendet, die mit
25 pl GFR Matrigel beschichtet wurden. Die RASF-/HUVEC-Zellsuspensionen wurden wie in
Kapitel 4.2.2.1 beschrieben hergestellt. Im Unterschied zu den in Kapitel 4.2.2.1 und 4.2.2.2
beschriebenen Tube-Formation-Experimenten wurden auf Grund des veranderten Formats
100 ul (= 26.000 Zellen) der HUVEC-Zellsuspension und fiir die Co-Kultur-Experimente mit 15%
RASF zusatzlich 33,3 ul der RASF-Zellsuspension (= 3.996 Zellen) zugegeben. Nach 4- bzw. 8-
stindiger Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde das Medium aus den Wells vorsichtig

abgeklopft und fir die Zellfixierung 4% PFA fiir 10 min bei RT zugegeben. AnschlieRend wurden
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die Zellen 3-mal fiir 3 min mit 1xPBS gewaschen und die Zellen tiber Nacht bei RT in PBS stehen
lassen. Die Lagerung bei RT war bei diesem Schritt unerlasslich, da sich bei zu niedrigen
Temperaturen das Matrigel verfllssigt und die Tubes zerstort werden. Am nachsten Tag
erfolgte dann die Permeabilisierung der Zellmembran mit 0,2% TritonX flir 15 min bei RT. Es
folgte ein dreimaliger Waschschritt mit 1xPBS fiir jeweils 3 min, bevor unspezifische
Bindungsstellen mit 1% BSA, verdiinnt in 1xPBS, fiir 30 min bei RT geblockt wurden. Die Zellen
wurden einmal kurz mit 1xPBS gewaschen und anschliefend wurden der Primarantikorper
(EPHB2 polyklonal Ziege anti-human/Maus), die Ubereinstimmende Isotyp- sowie die
Negativkontrolle in einem Gesamtvolumen von 100 ul auf die Zellen gegeben und bei 18°C
Uber Nacht inkubiert. Als Negativkontrolle wurde 1xPBS auf die Zellen gegeben. Am nachsten
Tag folgte wieder ein dreimaliger Waschschritt mit 1xPBS fir jeweils 3 min, bevor der
Sekundarantikorper (Esel anti-Ziege H.L Cy3) auf die Zellen gegeben wurde. Der
Sekundarantikérper wurde in einer Feuchtekammer (luftdicht verschlossene Plastikbox, die
mit feuchten Tlichern ausgekleidet ist, um die Verdunstung der Reagenzien zu verhindern) fir
60 min bei RT inkubiert, anschlieRend folgte wieder ein dreimaliger Waschschritt mit 1xPBS
fir 3 min. Die Zellen wurden mit jeweils 1 Tropfen pro Well ROTI’"Mount FluorCare DAPI-
Medium eingedeckt, bei RT trocknen lassen und anschlieBend fotodokumentiert.

Fiir die Quantifizierung der Signalintensitaten von EFNB2 wurde das Werkzeug ,Hybrid Cell
Count” des BZ-X800 Analyzers von Keyence verwendet. Entsprechend der
Immunfluoreszenzfarbung wurde die Einstellung , Fluorescence” gewahlt und eine ,Single

Extraction” durchgefiihrt, da eine Einzelfarbung durchgefiihrt wurde (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Verwendete Einstellung fir die Software-basierte Quantifizierung der ANGPT2- und
EFNB2-Expression im Tube-Formation-Experiment. Fir die Quantifizierung wurde als Fotoquelle
“Fluorescence” und als Extraktion des Zielbereichs ,,Single extraction” gewahlt, da eine Einzelfarbung
durchgefiihrt wurde.

Im nachsten Schritt wurde das Zellnetzwerk als der Bereich im Foto bestimmt, der von der
Software extrahiert werden sollte. Somit konnte gewahrleistet werden, dass ausschlielRlich
Signalintensitaten der Antikorper innerhalb des Zellnetzwerkes gemessen und keine Signale
auBerhalb des definierten Zellnetzwerkes erfasst wurden. Da fir EFNB2 ein rot
fluoreszierender Antikorper verwendet wurde, wurde der Rotfilter ausgewdhlt und der
Schwellenwert (,Threshold”) so angepasst, dass die Software ausschlielllich rot

fluoreszierende Bereiche innerhalb des Zellnetzwerks extrahierte (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Definition des fiir die Quantifizierung gewinschten Zielbereichs. Auf Grund der
verwendeten rot fluoreszierenden Antikérper wurde der Rotfilter fiir die Evaluation gewahlt und der
Threshold so angepasst, dass nur Bereiche innerhalb des Zellnetzwerks ausgewertet wurden.

AnschlieBend wurden rot fluoreszierende Signale markiert, die auRerhalb des Zellnetzwerkes
lagen und/oder eindeutig keiner spezifischen Antikérperfarbung zugeordnet werden konnten
wie beispielsweise Staubkorner. Die markierten Signale wurden von der Software fiir die

Bestimmung der Antikorpersignalintensitdten ausgeschlossen (Abbildung 12).

Abbildung 12: Ausschluss von unspezifischen rot fluoreszierenden Bereichen. Um zu gewahrleisten,
dass die Software ausschlieflich die Rotintensitdit von spezifischen Signalen innerhalb des
Zellnetzwerks berechnete, wurden unspezifische rot fluoreszierende Signale markiert (griiner Kasten)
und so von der Quantifizierung ausgeschlossen.

56



METHODEN

Fiir die Analyse der EFNB2-Expression im Tube-Formation-Experiment wurde der von der
Software ermittelte Wert der Rotintensitat innerhalb des Zellnetzwerks als definiertes Areal
verwendet. Dieser Wert ist ein von der Software berechneter Mittelwert aus der maximalsten

und der minimalsten Rotintensitat.

4.2.3 3D Spharoid-basiertes Sprout-Experiment

Zur Charakterisierung der RASF/EZ-Interaktionen auch unter Einfluss von Canstatin in einer
dreidimensionalen extrazellularen Matrix, wurde ein 3D Spharoid-basiertes Sprout-
Experiment eingesetzt. Im 3D-Modell sprieRen (engl. sprout) EZ als dreidimensionale
Auslaufer aus zuvor generierten Spharoiden in die umgebende Gelatinematrix ein. Die
Optimierung des Sprout-Experiments fiir die Co-Kultur aus HUVEC und RASF wurde fiir die
spezifische Fragestellung der RASF/EZ-Interaktionen im Rahmen dieser Dissertation
angepasst. Dieser Test wurde eingesetzt, um zu klaren, ob und wie RASF die GefaRneubildung

beeinflussen und ob sich RASF in oder an die entstehenden Tubes anlagern.

Wie beim Tube-Formation-Experiment wurden fiir das Sprout-Experiment RASF und HUVEC
bis Passage 7 verwendet, die bis zu einer Konfluenz von max. 90% in Fibroblasten- bzw. ECM2
unter Standardbedingungen kultiviert wurden. Die HUVEC wurden einen Tag vor
Versuchsbeginn passagiert. Die RASF wurden 30-60 min vor Versuchsbeginn zur

Unterscheidung von den EZ mit Calcein-AM markiert (Kapitel 4.2.1).

4.2.3.1 Vorbereitung der hangenden Spharoidtropfen

Im ersten Schritt wurden die Spharoide generiert. Hierfiir wurden die RASF und HUVEC mit
auf 37°C erwadrmter Accutase abgeldst, fir 10 min bei 300 x g zentrifugiert und anschlieRend
in ECM2 resuspendiert. Das Volumen wurde so gewahlt, dass die absolute Zellzahl pro ml bei
den HUVEC 2,5x10* Z/ml und bei den RASF 1,2x10° Z/ml ergab. Es wurden 4 Ansitze aus
jeweils 4 ml Zellsuspension vorbereitet und pro Ansatz mit 1 ml Methocel vermischt. Bei
Methocel handelt es sich um ein Gemisch aus ECM und 1,2% Methylcellulose und wurde
bendtigt, um der Zellsuspension Viskositadt zu verleihen, damit die Zellsuspension spater als
hangende Tropfen inkubiert werden konnte. Fiir die Co-Kultur-Experimente wurden 15% RASF
zu der HUVEC-Methocel-Suspension gegeben. Zwei Ansatze wurden auBerdem entsprechend

Tabelle 18 mit 0,5 pug/ml Canstatin stimuliert.
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Ansatz 1 HUVEC Kontrolle (Ktr)

Ansatz 2 HUVEC Ktr + 15% RASF

Ansatz 3 HUVEC + 0,5 pg/ml Canstatin

Ansatz 4 HUVEC + 0,5 pg/ml Canstatin + 15% RASF

Tabelle 18: Ansatze fiir das 3D Sphéaroid-basierte Sprout-Experiment

AnschlieBend wurden die 4 Ansatze in 25 pl Tropfen mittels Multikanalpipette auf sterile
Petrischalen verteilt, die Petrischalen geschlossen und umgedreht, sodass die Tropfen

hangend bei 37°C und 5% CO; fiir 24 h inkubiert werden konnten (Abbildung 13).

4.2.3.2 Einbetten der Spharoide

Nach 24-stiindiger Inkubation der Tropfen wurden die Tropfen mit sterilem 1xPBS von der
Petrischale gespilt und in ein Zentrifugenrohrchen (berflhrt. Die Spharoide wurden bei
200 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Spharoide vorsichtig in 1 ml
Methocel mit 20% FCS resuspendiert. Es wurde 1 ml einer Rattenschwanzkollagen Typ 1-
L6sung bestehend aus 10xMedium 199, 1xPBS und 0,2 N NaOH zum Einstellen eines neutralen
pH-Werts von 7,0 mit einer Kollagenkonzentration von 2 mg/ml zugegeben und die Losung
auf eine 24-Well-Platte gegeben. Die zwei Ansatze aus Tabelle 18 mit Canstatin wurden erneut
mit 0,5 pug/ml Canstatin stimuliert. Es folgte eine 30-min(tige Polymerisierung bei 37°C und
5% CO;. Anschliefend wurden die Spharoide mit dem Keyence-Mikroskop in der 100-fachen
VergrofRerung fotodokumentiert. Dieser Zeitpunkt wurde als 0 h definiert. Die Spharoide
wurden bei 37°C und 5% CO; fur weitere 24 h inkubiert und anschlieBend erneut
fotodokumentiert. Dieser Zeitpunkt wurde als 24 h definiert (Abbildung 13). Das verwendete
Keyence-Mikroskop ermoglicht die exakte Speicherung der einzelnen Spharoid-Positionen in
der Kollagenmatrix, sodass die Spharoide nach dem Fotografieren nach 0 h zum spateren
Analysezeitpunkt nach 24 h erneut im identischen Bildausschnitt fotografiert werden konnten.
Das erlaubte die Quantifizierung der Veranderungen innerhalb desselben Spharoids ohne

Verzerrung durch unterschiedliche Bildausschnitte.

Spharoid Oh 24h
HUVEC 24h
Inkubation
+/- Canstatin —_ —p —p —p —
+/-RASF Zellsuspension ~ Methocel-Tropfen  Inkubation fiir 24 h Einbetten in Aussprossung
in Methocel auf Petrischale »auf dem Kopf” Kollagenmatrix aus Spharoid

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Ablaufs zur Durchfiihrung des 3D Spharoid-basierten
Sprout-Experiments. Abbildung erstellt in BioRender.com.
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4.2.3.3 Quantifizierung der Sphéaroide

Die Fotos der Spharoide wurden in der 100-fachen VergrofRerung nach 0 und 24 h mit dem BZ-
X-700 Analyzer unter der Verwendung des ,Hybrid Cell Count” Werkzeuges quantifiziert
(Abbildung 14). Mit diesem Werkzeug ist es moglich, die Flache der Spharoide inklusive der
aus den Spharoiden migrierten Zellen automatisiert zu bestimmen und diese sowohl innerhalb
als auch zwischen den Zeitpunkten zu vergleichen. Fir die Evaluation wurde die Einstellung
,Phase contrast” verwendet und keine Extraktion eines spezifizierten Ausschnitts

durchgefiihrt, da die Quantifizierung der gesamten Spharoidflache moglich war (Abbildung

15).
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Abbildung 14: Verwendete Einstellungen der Software Analyzer BZ-X00 fiir die Ermittlung der
Spharoidfliche. Da die Spharoidaufnahmen im Phasenkontrast aufgenommen wurden, wurde
entsprechend fir die Quantifizierung bei der Software ,Phase contrast” gewahlt. Es wurde keine
Extraktion eines spezifischen Zielbereichs durchgefiihrt, da die Flache des gesamten Spharoids in der
100-fachen VergrofRerung moglich war und somit keine Auswahl eines Bildausschnitts benétigt wurde.

Im nachsten Schritt wurde der Schwellenwert (, Threshold“) so angepasst, dass die Flache des
Spharoids markiert war und somit die Software fir die Flachenberechnung ausschlieBlich die
Flache des Sphéaroids verwendet. Kleinere nicht markierte Bereiche innerhalb der zu
analysierenden Sphéroidflache (Abbildung 15, A, griiner Pfeil) sowie markierte unspezifische

Bereiche, die nicht zur Spharoidflache gehoren (Abbildung 15, A, blauer Pfeil), wurden manuell
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prazisiert, sodass eine exakte Berechnung der Spharoidflache gewahrleistet werden konnte.
Die berechneten Flachen wurden dann zwischen dem Zeitpunkt 0 h (Abbildung 15, A) und dem

Zeitpunkt 24 h (Abbildung 15, B) verglichen.
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Abbildung 15: Definition der zu berechnenden Spharoidflache. Zunachst wurde der Schwellenwert
("Threshold") so bestimmt, dass die Umrisse des Spharoids markiert waren, da die Software nur die
Flache der markierten Bereiche bestimmt. AnschlieRend wurden manuell nicht markierte Liicken
innerhalb der Sphéroidflache (griner Pfeil) nachmarkiert und unspezifische Markierungen am Rand
des Spharoids (blauer Pfeil) ausgeschlossen. (A) Spharoid nach dem Einbetten in die Kollagenmatrix
zum Zeitpunkt 0 h. (B) Sphéaroid nach dem Aussprossen zum Zeitpunkt 24 h.

4.2.4 Repetitive Stimulierung der synovialen Fibroblasten

Bei Patienten mit RA kommt es neben der chronischen Entziindung zu wiederkehrenden
inflammatorischen Schiiben, die unter anderem zu einer zusatzlichen temporaren Aktivierung

des Synoviums und somit zur Aktivierung der synovialen Fibroblasten und anderen Zellen
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fihren (Kapitel 1.3.2). Diese wiederkehrenden inflammatorischen Schiibe sollten in vitro
nachgestellt werden, um zu analysieren, welchen Effekt eine repetitive Stimulierung bzw.
Aktivierung auf RASF bezlglich der Expression von Genen im Kontext der Angiogenese hat.
Hierfir im Rahmen der vorliegenden Dissertation ein repetitives Stimulierungsschema
etabliert, bei dem sich Erholungsphasen und Stimulierungsphasen abwechseln und vor den
2D Tube-Formation-Experimenten durchgefiihrt werden konnten (Abbildung 16). Die RASF
wurden zundchst in einer T75-Zellkulturflasche bis zu einer Konfluenz von ca. 70-80% unter
Standardbedingungen kultiviert. An Tag 1 wurden die RASF mit Trypsin abgelost, fir 10 min
bei 300 x g zentrifugiert und anschlieRend in Fibroblastenmedium resuspendiert. Die RASF
wurden mit einer Konfluenz von 50% und einem Gesamtvolumen von 2 ml pro Well in eine 6-
Well-Platte ausgesat und unter Standardbedingungen kultiviert. Nach 8 h wurde das Medium
abgenommen, die Zellen mit sterilem 1xPBS gewaschen und anschlieBend mit 0,05 ng/ml IL-
1B oder 5 ng/ml TNFa fiir 16 h stimuliert. An Tag 2 (16 h nach der Stimulierung) wurde der
Uberstand abgenommen, die Zellen mit sterilem 1xPBS gewaschen und jeweils 2 ml
Fibroblastenmedium ohne Stimulanzien zugegeben und fir 8 h zur unter
Standardbedingungen kultiviert. Nach 8 h Stimulationsfreier Kultur folgte ein weiterer
Mediumwechsel und fir 16 h ein erneuter Stimulierungsschritt wie oben beschrieben.
Insgesamt wurden die Zellen nach diesem Schema 4-mal stimuliert (Abbildung 16). Die
abgenommenen Uberstinde zwischen den einzelnen Phasen wurde immer direkt fiir 10 min
bei 10.000 x g zentrifugiert, aliquotiert und fiir die spatere IL-6-Quantifizierung mittels ELISA
bei -20°C gelagert. Nach Abschluss des Stimulierungsexperimentes wurde jeweils nach dem
ersten und nach dem letzten Stimulierungszeitpunkt RNA-Zell-Lysate flir spatere
Sequenzierungsanalysen angefertigt (Kapitel 4.3.4). Als Kontrolle wurden unstimulierte RASF
mitgefihrt. Im weiteren Verlauf des Projektes wurde das Stimulierungsschema der
Fragestellung angepasst und die Zellen 3-malig stimuliert, insbesondere fiir die Generierung

der Lysate fir die RNA-Sequenzierungsanalysen.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der repetitiven Stimulierung der RASF mit IL-1B. Die Zellen
wurden an Tag 1 um 8 Uhr ausgesat und nach 8 h das erste Mal mit 0,05 ng/ml IL-1B stimuliert. Nach
16 h wurden an Tag 2 um 8 h die Uberstiande abgenommen und die RASF erhielten Medium ohne IL-
1B-Stimulierung. Nach 8 h wurden die RASF an Tag 2 fiir 16 h das zweite Mal fiir 8 h mit 0,05 ng/ml IL-
1B stimuliert. Dieses Schema wurde bis Tag 5 fortgefiihrt.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 RNA-Isolation
4.3.1.1 Gewinnung der RNA von Zellen auf einer Matrigel-Beschichtung

Fir die RNA-Gewinnung aus den Zellen auf der Matrigel-Beschichtung von den Tube-
Formation-Experimenten (Kapitel 4.2.2) wurde fiir die vorliegende Dissertation mit
freundlicher Unterstiitzung von Stephanie Schmitt ein Protokoll etabliert. Die Etablierung war
notwendig, da das Matrigel eine hohe Proteinkonzentration enthielt (> 9 mg/ml), wodurch
sowohl die RNA-Ausbeute als auch die RNA-Qualitat mangelhaft waren und die RNA fir
weitere Analysen nicht verwendet werden konnte. Um der Proteinkontamination in den Zell-
Lysaten entgegen zu wirken, wurde ein Dispase-Verdau vor der eigentlichen Anfertigung der
Zell-Lysate durchgefiihrt. Hierflir wurden die auf der Matrigel-Beschichtung gebildeten Tubes
bei 37°C und 5% CO; fiir 20 min mit jeweils 10 U/cm2 (= 50 ul) Dispase pro Well verdaut. Dies
bewirkte eine Verfllissigung des polymerisierten Matrigels. Die Zellsuspension wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefal iberflihrt und fiir 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Anschliefend
wurde der Uberstand verworfen, steriles 1xPBS zugegeben und nochmals fiir 3 min bei 10.000
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgenommen und das Zellpellet in 350 pl RLT
Plus Puffer (RNeasy Plus Mikro Kit) resuspendiert. Die folgende RNA-Isolation wurde nach
Herstellerangaben mit dem RNeasy Plus Micro Kit von Qiagen durchgefiihrt. Alternativ

wurden die Lysate bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.3.1.2 RNA-Isolation aus den repetitiven Stimulierungs-Experimenten

Die RASF wurden in 6-Well-Platten kultiviert und entsprechend des Stimulierungsschemas
behandelt (Kapitel 4.2.4). Nach Stimulierung der Zellen wurde das Medium abgenommen, die
Zellen mit sterilem 1xPBS gewaschen und pro Well 350 ul RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit)
zugegeben. AnschlieBend folgte das Abschaben der Zellen mit einem Zellschaber und der
Transfer des Zell-Lysats in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR. Das Lysat wurde fiir ca. 30 sec gevortext
und bei -80°C gelagert oder sofort mit der RNA-Isolation gestartet. Die RNA-Isolation wurde
entsprechend der Herstellervorgaben durchgefiihrt. Im Rahmen der Isolation wurde ein 30-
mindtiger DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierfiir wurde das RNase-freie DNase Kit verwendet.
Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop bestimmt und die RNA bis zur

weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

4.3.2 Reverse Transkription

Fir das Umschreiben isolierter RNA in ¢cDNA wurde eine Gesamtmenge von 500 ng RNA

verwendet. Zundchst wurde ein Mastermix hergestellt (Tabelle 19):

5x AMV-RT-Puffer 10 pl

PCR dNTP-Mix 5 ul 10 mM
AMV Reverse Transkriptase 2 ul 10 U/ul
Random Hexamer Primer 1ul 2 pg/ul

Tabelle 19: Ansatz fiir die reverse Transkription zum Umschreiben isolierter RNA in cDNA.

Die RNA wurde auf 500 ng in 31 pl mit H2Obigest verdiinnt und 1 pl RNase Inhibitor (RNasin, 40
U/ul) hinzugefuigt. Es folgte die Hitzedenaturierung bei 70°C fir 2 min mit anschlieRendem
Kalteschock in Eiswasser. Die 18 pl Mastermix wurden hinzugefiigt (Gesamtvolumen 50 pl)

und die Reaktion bei folgendem reverse Transkription PCR-Programm gestartet (Tabelle 20):

25°C 15 min Bindung der Oligonukleotide an die RNA

37°C 5 min

42°C 60 min Transkription der RNA in cDNA

55°C 30 min

70°C 10 min Inaktivierung der AMV Reversen Transkriptase
4°C o

Tabelle 20: Reaktionsprogramm der reversen Transkription.

Die synthetisierte cONA wurde bis zur Verwendung in weiteren Analysen bei -20°C gelagert.
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4.3.3 Semiquantitative real-time PCR

Fiir die weitere molekulare Analyse der in cDNA umgeschriebenen RNA wurde der PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix von Thermofisher Scientific verwendet. Das Prinzip des SYBR™
Green Systems basiert auf Fluoreszenz und ermdoglicht so die Detektion von PCR-Produkten.
Wahrend der PCR amplifiziert die DNA-Polymerase die komplementare Zielsequenz zur cDNA,
wodurch die PCR-Produkte entstehen. Der SYBR™ Green-Farbstoff bindet an jede Kopie der
doppelstrangigen DNA, wodurch ein Fluoreszenzsignal erzeugt wird. Mit fortschreitender PCR
werden mehr PCR-Produkte erzeugt, sodass sich die Fluoreszenzintensitat proportional zur
Menge des erzeugten PCR-Produktes erhoht. Fiir eine relative Quantifizierung wurde parallel
die Expression eines etablierten Referenzgens mitgemessen. Als Referenzgen in dieser Arbeit
wurde die 18S ribosomale RNA (rRNA) verwendet. 18S rRNA ist eine Komponente der

eukaryotischen ribosomalen kleinen Untereinheit (40S).

Direkt im Anschluss an die PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die
Bindung von SYBR™ Green an unspezifische Produkte auszuschliefen bzw. zu detektieren, da
SYBR™ Green unspezifisch an alle DNA-Doppelstrange bindet. Hierfir wurden durch Erhitzen
auf bis zu 95°C die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen der DNA-Helix
aufgetrennt, sodass der Doppelstrang in 2 Einzelstrange dissoziiert bzw. aufgeschmolzen wird.
Die Schmelzkurve verlauft sigmoid, wobei der mathematische Wendepunkt der Kurve der
spezifischen Schmelztemperatur des erwarteten Produkts entspricht. An diesem Wendepunkt
denaturiert der Doppelstrang, wodurch der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt wird und somit
das SYBR™ Green Signal abnimmt. Der Schmelzpunkt eines PCR-Produktes ist unter anderem
davon abhéangig, wie hoch der jeweilige Anteil an G-C- bzw. A-T-Paarungen ist, da G-C-
Bindungen, im Gegensatz zu A-T-Bindungen, Uber drei Wasserstoffbriickenbindungen
verfliigen und somit eine hohere Schmelztemperatur haben. Die kurzen Primer-Dimere haben
meistens eine geringere Schmelztemperatur als die zu erwartenden PCR-Produkte. Somit sind
die Primer-Dimere als friihere Peaks mit niedrigeren Schmelzpunkten als die erwarteten PCR-
Produkte in der Schmelzkurvenanalyse zu erkennen. Sollten unspezifische Produkte bzw.
Dimere in der Reaktion detektiert werden, kann die real-time PCR nicht ausgewertet werden.
In diesem Fall ist es unerldsslich, die Primer und/oder die real-time PCR-Bedingungen zu

optimieren (Springer, Lexikon der medizinischen Laboratoriumsdiagnostik, 2019)
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Fiir die Durchfihrung der real-time PCR wurde zunachst folgender Ansatz hergestellt (Tabelle

21):
Pro Reaktion
PowerUP SYBR Green Master Mix 10 pl
Primer Mix 10 uM (vorwarts und riickwarts) 2 ul
Wasser 6 ul
cDNA-Template (umgeschrieben aus 500 ng | 2 ul
RNA in einem 50 pl Volumen)

Tabelle 21: Ansatz fir die quantitative real-time PCR
Als Negativkontrolle wurde statt des cDNA-Templates ddH,0 eingesetzt. Der Ansatz wurde in
eine PCR-Mikrotiterplatte pipettiert, abzentrifugiert und die PCR mit dem Thermocycler von

Thermofisher Scientific (Quantstudio 5) durchgefiihrt. Folgendes Programm wurde verwendet

(Tabelle 22):

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
UDG-Aktivierung 50°C 2 Min Hold
Dual-Lock DNA-
Polymerase 95°C 2 Min Hold
Denaturierung 95°C 15 Sec 40
Primerbindung
(Annealing) 57°C 15 Sec 40
Extension 72°C 60 Sec 40
Schmelzkurvenanalyse | 95°C 15 Sec

60°C 1 Min

95°C 1 Sec

Tabelle 22: Reaktionsprogramm der quantitativen real-time PCR

Die Ergebnisse wurden anschlieBend mit der Quantstudio 5-Software ausgewertet.
4.3.4 RNA-Sequenzierung

In der vorliegenden Dissertation wurde die Expression von Genen nach repetitiver
Stimulierung der RASF im Vergleich zu einmal stimulierten RASF mit 0,05 ng/ml IL-1B sowie
den entsprechenden unstimulierten Kontrollen untersucht (Kapitel 4.2.4). Hierfiir wurde die
Gesamt-RNA der RASF nach Stimulation isoliert und quantifiziert. AnschlieRend erfolgte die
RNA-Sequenzierung sowie die bioinformatischen Auswertungen der Sequenzierung an der
Bioinformatik Core Unit des Max-Planck-Institutes fiir Herz- und Lungenforschung. Das am
MPI durchgefiihrte Vorgehen der Sequenzierung und Auswertung ist nachfolgend

beschrieben.

Um die RNA sequenzieren zu kdnnen, wurde zunachst eine Sequenzierungs-Bibliothek erstellt.

Hierflr wurde die RNA in cDNA umgeschrieben, fragmentiert und Adapter-Sequenzen an den
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5‘-Ende der cDNA-Molekile eingefiigt. An dieser Adapter-Sequenz wurde dann bei der
darauffolgenden cDNA-Amplifizierung der fir die RNA-Sequenzierung bendétigte Adapter
eingebaut. AnschlieBend erfolgten die Aufreinigung und die Quantifizierung der Qualitat des
PCR-Produktes. Nach Generierung der Sequenzierungs-Bibliothek folgte die Cluster-
Amplifizierung. Bei der Cluster Amplifizierung wurde jedes Fragment der Bibliothek in
tausende identische Kopien geklont. Zunachst wurde eine FlieRzelle mit der generierten
Sequenzierungsbibliothek beladen. Die auf der Oberflache der FlieRzelle lokalisierten Primer
hybridisierten mit den Adaptern der Sequenzierungs-Bibliotheken. Eine Polymerase
synthetisierte dann den reversen Strang. Dieses Amplifikationsverfahren wurde mehrere Male
wiederholt, sodass zahlreiche Cluster entstanden. Fir die Sequenzierung wurden den
Sequenzierungsreagenzien Fluoreszenz-markierte Nukleotide hinzugefligt. Diese wurden
dann wahrend der Synthese der komplementaren Strange der Cluster eingebaut und durch
spezifische Intensitatssignale von eindeutiger Wellenldange identifizierbar gemacht, wodurch
die Sequenzen bestimmt werden konnten. Bevor die Sequenzierung analysiert wurde, musste
zunachst eine Qualitatskontrolle der Rohdaten durchgefiihrt werden, um auszuschlieRen, dass
Fehler bei der Generierung der Sequenzierungs-Bibliothek oder beim Sequenzieren
aufgetreten sind, die die Daten beeinflussen. Diesen Prozess nennt man in der Bioinformatik
FastQC und beinhaltet beispielsweise auch das Entfernen der Adapter. Um herauszufinden,
wo die ermittelten Sequenzen im humanen Genom ihren Ursprung haben, wurden im
nachsten Schritt die Sequenzen mit Hilfe von STAR (engl. spliced transcripts to a reference) mit
einem humanen Referenzgenom verglichen. Mittels feature Counts wurde dann die Anzahl
der mit dem Referenzgenom Ubereinstimmenden Sequenzen gezahlt (= Counts), wobei neben
Genen auch Exons, Promoter, Genkorper und chromosomale Positionen mitgezahlt wurden.
Auf diese Weise wurden die Rohdaten der in den Proben unterschiedlich exprimierten Gene
ermittelt. Um herauszufinden, welche Gene zwischen den unterschiedlichen Bedingungen
signifikant differenziell exprimiert waren, wurden die Rohdaten mathematisch berechnet.
Hierfir wurden die signifikant differenziell exprimierten Gene (DEG) unter Einbezug der
absoluten Expression (engl. basemean), der Abweichung in der Expression (engl. log2 fold
change, Log2FC) und der Signifikanz (engl. adjusted pvalue, Padj) ermittelt. Der Log2FC

berechnete sich wie folgt:

Log2(Mittelwert (Anzahl Counts Probe 1) / Mittelwert (Counts Probe 2))
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Der p-Wert wurde Uber die Multiparameter-Korrektur nach Benjamini-Hochberg angepasst,
um die Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse zu reduzieren und wird deshalb als Padj
bezeichnet. Die Multiparameter-Korrektur ist auf 5% limitiert, wenn der Padj auf 0,05
eingestellt wird, was bedeutet, dass bei 20 Kandidaten mit einem Padj = 0,05 ein Kandidat

falsch-signifikant ist.

Die signifikant angereicherten DEG innerhalb der Signalwege, Gengruppen und Erkrankungen
wurden Uber den Webserver KOBAS aus der Datenbank KEGG PATHWAY ermittelt und nach
Riicksprache zu den relevanten Vergleichsgruppen an der Bioinformatik Core Unit des Max-
Planck-Institutes flir Herz- und Lungenforschung graphisch dargestellt. Die von Bioinformatik
Core Unit des Max-Planck-Institutes fir Herz- und Lungenforschung erstellten Graphiken
dienten als Basis fur die in der vorliegenden Dissertation dargestellten modifizierten
Abbildungen und angepassten Auswertungen zur Subgruppen-Analyse der Top 50 DEG

zwischen einmal und repetitiv stimulierten RASF.

4.3.5 Hyaluronidaseverdau synovialer Gelenkflissigkeiten von RA-Patienten

Zum Bestimmen der Canstatin-Konzentration in synovialen Gelenkflissigkeiten wurden die
Gelenkflissigkeiten zundchst mit Hyaluronidase aus Schafshoden verdaut. Hierfiir wurden 250
U Hyaluronidase pro ml Synovialfliissigkeit (20 pl Hyaluronidase + 400 pl synoviale
Gelenkflissigkeit) manuell vermischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur auf dem Schiittler
bei 200 x g inkubiert. Anschlieffend wurde der Verdau fiir 45 min bei 5°C bei 2000 x g
zentrifugiert. Die verdaute synoviale Gelenkflissigkeit wurde aliquotiert, bei -80°C gelagert

und flir ELISA-Messungen verwendet (Kapitel 4.3.6).

4.3.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

In den Stimulierungsexperimenten wurden RASF mittels TNFa- und IL-1B-Stimulierung
repetitiv aktiviert (Kapitel 4.2.4). Die Aktivierung von RASF lasst sich unter anderem durch die
Sekretion von IL-6 nachweisen. Zum Nachweis der Aktivierung wurden Zellkulturiiberstande
der RASF gesammelt, zentrifugiert und mittels ELISA (R&D Systems) die IL-6 Konzentration
sowie von CXCL2 nach Herstellerangaben bestimmt. Zur Bestimmung der Canstatin-
Konzentrationen in humanen synovialen Gelenkfllssigkeiten (siehe Hyaluronidase-Verdau)
bzw. der Canstatin- und Endostatin-Konzentration im Serum von RA-, OA- und gesunden

Patienten wurden jeweils ELISA Kits von R&D Systems nach Herstellerangaben verwendet. Zur

67



METHODEN

Analyse der Sekretion der GefaRregulatoren wahrend der Tube-Formatio-Experimente
(Kapitel 4.2.2) wurde in den Uberstinden nach 4 bzw. 8 h die Konzentrationen von ANGPT2

und VEGF bestimmt. Hierflir wurden ebenfalls ELISA-Kits von R&D Systems verwendet.

4.3.7 Bestimmung der Endotoxizitat der verwendeten Matrixfragmente

Um eine Endotoxin-Kontamination in den Matrixfragmenten Tumstatin, Arresten, Canstatin
und Endostatin auszuschlieRen, wurde ein chromogenes Endpunkt-Experiment zum Nachweis
von Endotoxin auf Grundlage der Limulus-Amoébozyten-Lysat-Methode durchgefiihrt. Die
Methode basiert auf dem Prinzip der Endotoxin-Interaktion mit dem Proenzym Faktor Cin den
zirkulierenden Amobozyten des Pfeilschwanzkrebses. Dieses Proenzym wird in Gegenwart von
Endotoxinen wie LPS (Lipopolysacchariden) aktiviert, die aus der duBeren Zellmembran gram-
negativer Bakterien stammen. Mittels Messung der Aktivitat von Faktor C in Gegenwart eines
Peptidsubstrates, welches nach der Proteolyse p-Nitroanilin sezerniert und durch diese
enzymatische Reaktion eine gelbe Farbe erzeugt, kbnnen die Endotoxinwerte ermittelt
werden. Der Farbumschlag wird bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Fir die
Bestimmung der Endotoxinwerte wurde das Pierce™ chromogenes Endotoxin Quant Kit

entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Zum Messen des Endotoxins in den verwendeten Matrixfragmenten wurden dieselben
Proteinkonzentrationen verwendet, die auch in den Experimenten eingesetzt wurden, was bei
Canstatin 0,5 pg/ml, Endostatin 0,5 pg/ml, Arresten 2 pg/ml und Tumstatin 0,5 pg/ml
entsprach. Als Standardreihe wurde eine Verdinnungsreihe aus 0,1; 0,05; 0,025 und 0,01
EU/ml hergestellt. Es wurden jeweils 3 Replikate der Standardreihe und der Proben bei einer
Wellenlange von 405 nm gemessen (Tabelle 23 und Tabelle 24). Die Messwerte wurden
zwischen Standardreihe und Proben verglichen und anhand der Messewerte der
Standardreihe die Endotoxinkonzentration in den Matrixfragmenten bestimmt. Somit konnte
gezeigt werden, dass die LPS-Konzentration bei der verwendeten Proteinmengen von
Canstatin unter 0,05 EU/ml, von Endostatin unter 0,01 EU/ml| und von Arresten sowie

Tumstatin unter 0,1 EU/ml lag (Tabelle 24).
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Messwerte (405 nm)
Endotoxin [EU/ml] R1 R2 R3 MW STAB
0,1 0,67 0,629 0,67 0,66 0,02
0,05 0,33 0,291 0,096 0,24 0,10
0,025 0,098 0,038 0,114 0,08 0,03
0,01 0,01 -0,056 -0,082 -0,04 0,04

Tabelle 23: Standardreihe des Endotoxintest. Es wurden folgende Verdiinnungen eingesetzt: 0,1; 0,05;
0,025 und 0,01 EU/ml. Die Standardreihe wurde in Triplikaten (R1-3) bei 405 nm gemessen. Dargestellt
sind Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (STAB).

Messwerte (405 nm) Ergebnis
Proteine R1 R2 R3 MW STAB EU/mlI ng/ml
Canstatin 0,383 | 0,101 | 0,15 0,21 0,12 <0,05 < 0,005
Endostatin | 0,08 -0,093 | -0,078 | -0,03 0,08 <0,01 < 0,001
Arresten 0,45 0,482 | 0,395 | 0,44 0,04 <0,1 <0,01
Tumstatin 0,572 | 0,423 | 0,344 | 0,45 0,1 <0,1 <0,01

Tabelle 24: Endotoxinkonzentrationen [EU/ml] in den in dieser Arbeit verwendeten Matrixfragmenten.
Es wurden folgende Proteinkonzentrationen auf Endotoxizitat getestet: 0,5 pg/ml Canstatin, 0,5 pg/ml
Endostatin, 2 ug/ml Arresten und 0,5 pg/ml Tumstatin. Die Proteine wurden jeweils in Triplikaten (R1-
3) bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte (MW),
Standardabweichungen (STAB) sowie die anhand der in Tabelle 23 dargestellten Messwerte der liber
die Standardreihe eingeordneten Endotoxinkonzentrationen [EU/ml].

Eine LPS-Kontamination des fiir die Stimulierungsexperimente verwendete IL-1B wurde durch
Erhitzen von IL-1B auf 70°C fiir 2 h und anschlieender Stimulierung der RASF mit dem Hitze-
inaktivierten IL-1 ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt).

4.4 Charakterisierung der RASF/EZ-Interaktionen bzgl. der Neovaskularisierung im SCID-
Maus-Modell der RA

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, wurden fir das in der vorliegenden Arbeit angewandte
Tiermodell SCID-Mause verwendet, denen das adaptive Immunsystem (B- und T-Zellen) fehlt,
sodass humane RASF sowie humaner Knorpel ohne Abwehrreaktionen subkutan implantiert
werden kénnen. Dies bietet den Vorteil, dass co-implantierte synoviale Zellen mit Knorpel
unter physiologisch dhnlichen Gegebenheiten im Gelenk von RA-Patienten analysiert werden
konnen. Fir die vorliegende Arbeit wurde das etablierte SCID-Maus-Modell zur Analyse der
RASF-Migration der Arbeitsgruppe (Lefevre et al. 2009) verwendet und teilweise fir die
prazise Beantwortung der Fragestellungen bzgl. der RASF/EZ- bzw. RASF/Matrix-Interaktionen
modifiziert, da hier insbesondere die Kinetik der RASF-vermittelten Angiogenese im
Zeitverlauf im Fokus stand. Die Experimente wurden entsprechend der Genehmigung vom
Regierungsprasidium GieRen (Az. V54 — 19 ¢ 20 15 h 01 GI 20/10) nach dem Tierschutzgesetz

durchgefiihrt.
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4.4.1 Vorbereitung der Implantate

Fir die Implantation wurde Knorpel aus Kniegelenk-Ersatzoperationen von OA-Patienten
verwendet. Hierbei war darauf zu achten, dass der Knorpel direkt nach Entnahme vollstandig
in 0,9% sterile NaCl-Loésung Uberfihrt wurde und bis zur Vorbereitung der Implantate max. fur
eine Nacht bei max. 15°C gelagert wurde, um ein Absterben der Chondrozyten und
Degradieren der Knorpelmatrix zu verhindern. Vor der Praparation fiir die Implantate wurde
der Knorpel zunachst makroskopisch auf pathologische Veranderungen und Destruktionen
untersucht. Fir die Implantate wurde ausschlieRlich Knorpelareale verwendet, der eine glatte
Struktur ohne farbliche Veranderungen aufwiesen. Anschliefend wurde die oberste Schicht
des Knorpels inklusive der diinnen Proteinschicht, die sich zum Schutz des Knorpels auf der
Knorpeloberflache befindet, mit einem Skalpell abgetragen und der Knorpel von der
Knochenplatte prapariert. Wichtig hierbei war, dass alle Kanten des Knorpels glatt geschnitten
waren, damit die Knorpelmatrix fiir die RASF-Knorpelinvasion glattkantig frei lag und so die
Invasion der RASF klar definiert werden kann. Der Knorpel wurde mit einem Skalpell in ca.
1 mm3 groRe Knorpelstiicke geschnitten. Um zu gewahrleisten, dass fiir die Implantation
ausschlieBlich intakter Knorpel mit vitalen Chondrozyten verwendet wurde, wurden 2-3
Knorpelstiicke vom nicht verwendeten Rand in TissueTek Einfriermedium eingebettet und in
flissigem Stickstoff eingefroren. AnschlieBend wurde wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben, 5 um
Gefrierschnitte angefertigt, diese kurz luftgetrocknet und eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung
mit reduzierten Zeiten zur Entwasserung (Kapitel 4.5.2.2) durchgefiihrt, anhand derer die
Homogenitat der Knorpelmatrix sowie die Chondrozyten bzw. Chondrozytenhofe beurteilt

wurde. Es wurde ausschlieBlich Knorpel implantiert, der eine homogene Knorpelmatrix
(Abbildung 17, grauer Pfeil), vitale Chrondrozyten (Abbildung 17, schwarzer Pfeil) und normal

grofRe Chondrozytenhofe (Abbildung 17, blauer Pfeil) aufwies.

70



METHODEN

~

Abbildung 17: Histologische Darstellung des implantierten humanen Knorpels in die SCID-M&use in der
200-fachen VergroRerung. Der Knorpel weist eine homogene Knorpelmatrix (grauer Pfeil), vitale
Chondrozyten (schwarzer Pfeil) sowie normal grolRe Chondrozytenhofe (blauer Pfeil) auf.

Fiir die Implantation wurde eine resorbierbare, wasserunlosliche sterile porcrine
Gelatinematrix in Schwammform mit pordser Textur (GELFOAM® oder SPONGOSTAN®)
vorbereitet. Die Gelatinematrix wurde mit einem Skalpell in moglichst gleichméaRige Stiicke
mit je 6 mm Kantenldnge geschnitten. Hierbei war darauf zu achten, dass die Stiicke mittig bis
zur Halfte eingeschnitten wurden, damit anschlieBend die Knorpelstiicke moéglichst mittig
eingesetzt werden konnten. Es wurde jeweils ein Knorpelstiick pro Gelatinematrix
eingebracht. Um ein Austrocknen des Knorpels zu verhindern, wurden direkt nach Einsetzen
in die Gelatinematrix die vorbereitete (Zellsuspensions-) Losungen zugegeben (Abbildung 8).
Die pordse, formbare und wasserunldsliche Schwammstruktur der Gelatinematrix erméglicht
die Zugabe wassriger Losungen, die von der Gelatinematrix aufgenommen werden und somit

als Komplex subkutan in die SCID-Mause eingebracht werden kénnen.

Die fiir die Tierversuche verwendeten RASF wurden wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben unter
Standardbedingungen in Passage 7 bis zu einer max. Konfluenz von 90% kultiviert. Am Tag der
Implantatvorbereitung wurden die Zellen mit 0,9% steriler NaCl-Lésung gewaschen,
trypsiniert, gezahlt und bei 300 x g fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen
in dem berechneten Volumen 0,9% steriler NaCl-Lésung resuspendiert, sodass die
Zellsuspension eine Konzentration von 2,5x107 Z/ml aufwies. Fur die kontralaterale
Implantationsseite wurde 0,9% sterile NaCl-Losung bereitgestellt. Pro Knorpel-
Gelatinematrix-Kombination wurde fiir die ipsilaterale Implantationsseite jeweils 50 pl
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Zellsuspension in 0,9% NaCl-Losung und fiir die kontralaterale Implantationsseite jeweils 50 pl
0,9% NaCl-Losung zugegeben (Abbildung 8). Dies entsprach ipsilateral einer Zellzahl von
5x10° RASF pro Implantat.

4.4.2 Schmerztherapie

Zur Vorbeugung gegen eventuell durch den operativen Eingriff verursachte Schmerzen wurde
den SCID-Mausen 1 bzw. am Tag vor und bis 3 Tage nach dem operativen Eingriff 1,25 mg/ml
Metamizol Uber das Trinkwasser in lichtgeschitzten Wasserflaschen verabreicht. Da
Metamizol einen leicht bitteren Geschmack hat, wurde das Trinkwasser zusatzlich mit Sucrose
gesuRt. Die Metamizol-/Sucrose-/Trinkwasserkombination wurde taglich frisch angesetzt
sowie die aufgenommene Wassermenge Uberwacht und dokumentiert. Eine weitere
Schmerztherapie im Falle einer Entziindung oder offenen Wunde mit erhéhter Schmerzlast

stand zur Verfligung, wurde in den durchgefihrten Versuchsreihen jedoch nicht benétigt.

4.4.3 Narkotisieren der SCID-Mé&use

Die SCID-Mause wurden mit 100 mg/kg Korpergewicht (KG) Ketamin und 15 mg/kg KG Xylazin
narkotisiert. Dies entspricht 2 mg Ketamin und 0,3 mg Xylazin bei einer Maus mit einem
durchschnittlichen KG von 20 g. Die Narkose wurde intraperitoneal mit einer Insulinspritze
appliziert. Die narkotisierte Maus wurde bis zum vollstandigen Wirken der Narkose in einen

separaten Kafig gesetzt. Die Narkosedauer variierte zwischen 15 und 30 min.

4.4.4 Subkutane Implantation

Die subkutane Implantation der RASF mit Knorpel in der Tragermatrix erfolgte unter sterilen
Bedingungen unter einer Sterilbank. Es wurde die inverse wrap-Technik angewendet und im

Ill

erweiterten ,SCID-Maus Migrationsmodell” verwendet (Lefévre et al. 2009). Hierflir wurde
den narkotisierten SCID-Ma&ausen zunadchst die Haut desinfiziert, die Haare von der
Einschnittstelle entfernt und ipsilateral an der Flanke ein ca. 0,5 cm langer Schnitt gesetzt,
sodass die Haut vollstandig durchtrennt war. Das Bauchfell blieb unversehrt. Im nachsten
Schritt wurde die er6ffnete Haut angehoben und mit einer Schere vorsichtig eine subkutane
Tasche prapariert. In die Tasche wurden jeweils 4 Gelatinematrizes mit RASF und Knorpel
eingesetzt (ipsilateral: I). AnschlieRend wurde die Haut durch Verndhen der Wundrander mit

2-3 Nahten verschlossen und auf Dichtigkeit geprift. Dieser Vorgang wurde kontralateral

wiederholt und in die Tasche jeweils 4 Gelatinematrizes mit 0,9% steriler NaCl-Losung ohne
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RASF (kontralateral: IL) implantiert. Nach der subkutanen Implantation wurden die Mause bis
zum Erwachen aus der Narkose auf eine Warmeplatte transferiert. Zusatzlich wurden die
Augen der Maduse vor dem Austrocknen geschiitzt. Nach dem Erwachen wurden die Mause
zuriick in den Kafig gesetzt und so lange beobachtet, bis sie typische Verhaltensweisen wie
Fellpflege, Fressen und neugieriges Erkunden ihrer Umgebung zeigten. Die dokumentierte
Kontrolle der Wundheilung an den Nahten und des Gewichtes erfolgten die ersten 3 Tage nach
der Operation 2-mal taglich, dann zwei Wochen lang alle 2 Tage und anschlieRend 2-3-mal

wochentlich.

4.4.5 Effekte von Canstatin auf die Angiogenese

Neben der Analyse des RASF-vermittelten Effekts auf die Angiogenese an den Implantaten
sollte auch der Canstatin-Effekt auf die RASF/EZ-Interaktionen untersucht werden. Daten aus
der Literatur demonstrieren eine anti-angiogene Wirkungsweise von Canstatin, was in der
vorliegenden Arbeit in den in vitro-Experimenten bestatigt werden konnte, weshalb Canstatin
fir das Tiermodell ausgewahlt wurde. Fir die Canstatin-Behandlung im Tiermodell wurden die
Implantate wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben vorbereitet. Flr die ipsilaterale Implantationsseite
wurde der in Kapitel 4.4.1 beschriebenen vorbereiteten Zellsuspensionslosung 0,5 pg/ml
Canstatin, gel6st in 0,9% steriler NaCl-Losung, zugegeben (IC). Der 0,9% sterilen NaCl-Losung
fir die Behandlung der kontralateralen Implantationsseite mit Canstatin wurde ebenfalls 0,5
ug/ml Canstatin zugeflgt (ILC). Das Gesamtvolumen pro Implantat blieb jedoch bei 50 pl pro
Gelatinematrix. Die anschlieRende subkutane Implantation erfolgte dann wie in Kapitel 4.4.4
beschrieben. Als Kontrolle wurden 2 SCID-Mause mitgefiihrt, denen ipsilateral und
kontralateral jeweils 4 Gelatinematrizes inkl. Knorpel getrdankt mit 50 pl 0,9% steriler NaCl-
Losung ohne RASF sowie ohne Canstatin implantiert wurden. Canstatin wurde nur initial zu

den Implantaten zugegeben. Weitere Applikationen erfolgten nicht.

4.4.6 Entnahme der Implantate

Um eine Aussage uUber den zeitlichen Verlauf der RASF/EZ-Interaktionen bzgl. der Angiogenese
zu erhalten und in dem Kontext den Canstatin-Effekt auf die RASF/EZ-Interaktionen beurteilen
zu konnen, wurden die Implantate an Tag 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45 nach der Operation
entnommen. Pro Zeitpunkt und Versuchsserie wurden im Rahmen der Arbeit Implantate von

je 2 Mausen ohne Canstatin- und 2 Mausen mit Canstatin-Behandlung ausgewertet. Da
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insgesamt 3 Versuchsserien mit jeweils 3 unterschiedlichen RASF-Populationen durchgefiihrt
wurden, wurden pro Zeitpunkt Implantate von 6 Mausen ohne Canstatin- und 6 Mausen mit
Canstatin-Behandlung entnommen und ausgewertet, was einem biologischen Replikat von
n = 3 entspricht, da die Mittelwerte aller ausgewerteten Implantate pro Tier fiir die Statistik
verwendet wurden. Insgesamt wurden im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit 864

Implantate aus den Versuchsserien entnommen und histologisch analysiert.

Fir die Entnahme der Implantate wurden die Mause wie in Kapitel 4.4.3 beschrieben
narkotisiert und die Implantate mit der umliegenden Haut aus den Flanken der Tiere isoliert.
Hierbei wurde moglichst eine Perforation des Bauchfells vermieden, in dem die Implantate
durch vorsichtige Schnitte vom anliegenden Bindegewebe abgetrennt wurden. AnschlieRend
erfolgte die Totung der narkotisierten Mause unter Entbluten der Tiere. Die pradparierten
Implantate wurden mit 0,9% NaCl-Losung gespilt, in Petrischalen UGberfihrt und die
Angiogenese von der Haut in die Implantate fotodokumentiert. Die Implantate wurden
anschliefend zligig von der Haut abgelost, in TissueTek Einfriermedium eingebettet, in

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C fiir die histologische Auswertung gelagert.

4.4.7 Analyse der Angiogenese

Zur Quantifizierung der RASF-vermittelten Angiogenese und des Canstatin-Effekts wurden die
in Kapitel 4.4.6 angefertigten Fotos der Implantate ausgewertet. Hierfiir wurden 4 je 36 mm?
grofle reprasentative Areale am Implantat ausgewahlt und die Anzahl der im Areal
erkennbaren Helix-ahnlichen Gefdlle gezahlt. Die Helix-ahnlichen Gefalle waren anhand ihrer
zahlreichen Windungen von normal ausgebildeten geraden und wenig verzweigten
BlutgefaRen differenzierbar. Die Windungen wurden ebenfalls gezahlt (Abbildung 18, blaue
Pfeile). Ein Gefall wurde als Helix-ahnlich definiert, wenn es 3 oder mehr Windungen aufwies

(Abbildung 18, griines Kreuz).
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Abbildung 18: Quantifizierung der Helix-ahnlichen Gefidlle in den SCID-Maus-Implantaten. Dargestellt
ist ein 36 mm? groRer reprdsentativer Bildausschnitt von BlutgefiRen neben dem SCID-Maus-
Implantat. Die Helix-dhnlichen GefdRe wurden in 4 Bereichen gezahlt. Ein GefaR wurde als Helix-
dhnlich definiert, wenn es 3 oder mehr Windungen (blaue Pfeile) aufwies. Ein reprasentatives Helix-
dhnliches GefaR ist zur Veranschaulichung mit einem griinen Kreuz markiert.

4.5 Histologische und immunologische Methoden
4.5.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Anfertigung der Gefrierschnitte von Synovialgeweben, Knorpeln fir Implantate,
Implantaten und murinen Geweben bzw. Organen erfolgte an einem Kryostat. Die Gewebe
wurden mit einer Schnittdicke von 5 um angefertigt, auf einen Objekttrager Gberfihrt und in
-20°C kaltem Aceton fiir 10 min fixiert. Anschliefend erfolgte die Abdampfung des Acetons
von den fixierten Gewebeschnitten unter einem Abzug bei RT fiir 30 min. Die Gewebeschnitte
wurden fiir die histologischen und immunhistologischen Analysen bei -20°C fir maximal 5

Tage gelagert.

4.5.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
4.5.2.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Gefrierschnitten

Gefrierschnitte fiir die histologische Analysen wurden mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt (HE-
Farbung). Fir die HE-Farbung wurden entweder kurz zuvor geschnittene und in Aceton fixierte
oder vorbereitete bei -20°C (max. 7 Tage) gelagerte Aceton-fixierte Gewebeschnitte
verwendet. Zunachst wurden die Zellkerne angefarbt (blau/lila) und hierfir die
Gewebeschnitte fiir 10 min in 0,1%iger Hamatoxylin-Losung inkubiert. AnschlieSend erfolgten
ein Waschschritt in H,0 und das Anfarben von Matrix und Zytoplasma (rosa/pink) mittels 10-

minGtiger Inkubation in 1%iger Eosin-Losung. Die Gewebeschnitte wurden erneut in H,O
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gewaschen und zum Dehydrieren durch eine aufsteigende Ethanolreihe (50%, 70%, 96%,
100% Ethanol fir je 3-5 min) gefuhrt. AnschlieBend wurden die dehydrierten Gewebeschnitte
3-mal fir 5 min in Xylol geklart. Zur Konservierung und mikroskopischen Dokumentation

wurden die Gewebeschnitte mit Eindeckmedium (Entellan) und einem Deckglas eingedeckt.

4.5.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung zur Beurteilung der Knorpelqualitat fir die Implantation in
die SCID-Mé&use
Um zu gewahrleisten, dass in die SCID-Mause humaner Knorpel mit eine homogenen
Knorpelmatrix sowie vitale Chondrozyten implantiert wird, wurde vor der Vorbereitung fir
die Implantation eine verkiirzte HE-Farbung zur Beurteilung der Knorpelqualitat durchgefihrt
(Kapitel 4.4.1). Hierfur wurde ein ca. 1 mm3 groRes Knorpelstiick (meist ein Randsttick) in
TissueTek eingebettet und 5 um Schnitte am Kryostat hergestellt. Der Objekttrager mit den
Knorpelschnitten wurde fir 5 min luftgetrocknet und anschliefend fir 10 min in
Hamalaunlésung zum Anfarben der Zellkerne inkubiert. Es folgte ein 5 min Waschschritt in
Leitungswasser und die 5 min Inkubation in der Eosinlésung zum Anfarben des Zytoplasmas
sowie der Matrix. Nach der Farbung wurde der Gewebeschnitt in aufsteigender Alkoholreihe
entwassert. Hierfiir wurden die Schnitte jeweils 5-mal in 70% Ethanol, 95% Ethanol und in
100% Ethanol eingetaucht. Anschlieend erfolgte die 1-minitige Inkubation in Xylol. Die

Schnitte wurden mit Entellan eingedeckt und am Mikroskop beurteilt (Abbildung 17).

4.5.3 Histologische Auswertung der Implantate

Zur Analyse des Invasionspotenzials der RASF in den humanen Knorpel im Rahmen der in
Kapitel 4.4 beschriebenen Tierversuche wurden 5 oder 10 um-Gefrierschnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben fixiert und eine HE-Farbung durchgefihrt
(Kapitel 4.5.2). Anhand der HE-Farbung erfolgte die Quantifizierung der Invasion verblindet
von 8 geschulten Wissenschaftlerinnen bzw. Technischen Angestellten nach einem etablierten
und mehrfach publiziertem Score (Tabelle 25) (Miller-Ladner et al. 1996; Neumann et al.
2002; Knedla et al. 2009; Lefévre et al. 2009; Neumann et al. 2018). Fir die Evaluation der
Invasion wurden aufgrund von Vorkenntnissen zu Beginn der Invasion die an Tag 45, 40, 30,
24, 18 und 12 entnommenen Implantate verwendet. Auffalligkeiten in der Tragermatrix, der
Qualitdat der Knorpelmatrix sowie der Vitalitdit der Chondrozyten wurden ebenfalls

dokumentiert.
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Score Invasion
0 Keine oder minimale Invasion
1 Sichtbare Invasion (2 Zelltiefen)
2 Invasion (5 Zelltiefen)
3 Tiefe Invasion (> 10 Zelltiefen)

Tabelle 25: Score fiir die Quantifizierung der Invasion der RASF in den humanen Knorpel. Beim
Scoring konnten Werte von 0-3 in ganzen Zahlen oder in 0,5-Schritten vergeben werden.

4.5.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Analysen wurden zur Charakterisierung der verdnderten
BlutgefaRbildung bei der RA durchgefiihrt. In diesem Kontext sollte der GefalRmarker
Angiopoietin-2 (ANGPT2) im humanen Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten sowie in
den SCID-Maus-Implantaten zu verschiedenen Zeitpunkten nachgewiesen und die
Expressionsstarke bestimmt werden. Hierfir wurden wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben
Gefrierschnitte von humanem Synovialgewebe und SCID-Maus-Implantaten angefertigt und
fir 5 min in 1xPBS rehydriert. Alle immunhistochemischen Arbeiten zur Analyse der 864

Implantate wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Oxana Bechtgoldt durchgefiihrt.

4.5.4.1 Angiopoietin-2/CD31 Co-Farbung im humanen Synovialgewebe

Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mittels 5% Magermilchpulver in 1xPBS
fiir 1 h in einer Feuchtekammer. Es folgte die Inkubation mit dem Priméarantikdrper bei 4°C
Uber Nacht. Als Kontrollen wurden zum einen Isotypkontrollen aus Isotyp-
Ubereinstimmenden IgG-Seren aus der Ziege mitgefiihrt. Zum anderen wurden als
Negativkontrollen die Gewebeschnitte nur mit dem sekundaren Antikérper inkubiert, um
unspezifische Bindungen oder Kreuzreaktivitdten des Sekundarantikdrpers auszuschlieRen.
Nach Inkubation des primaren Antikérpers wurden die Gewebeschnitte dreimal mit 1xPBS
gewaschen. Es folgte die Inkubation mit den Sekundarantikdérpern fir 60 min bei
Raumtemperatur in der Feuchtekammer. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte erneut
dreimal mit 1xPBS gewaschen und fiir die Co-Farbung der CD31 Primarantikorper sowie die
Ubereinstimmende Isotypkontrolle aus der Maus zugegeben. Die Gewebeschnitte wurden in
der Feuchtekammer flir 60 min bei RT inkubiert, anschlieBend folgte ein dreimaliger
Waschschritt fiir je 3 min mit 1xPBS. Dann wurde der Sekundarantikérper fir 60 min
zugegeben und die Gewebeschnitte in der Feuchtekammer bei RT inkubiert. Nach

dreimaligem Waschen fir jeweils 3 min mit 1xPBS wurden die Gewebeschnitte mit dem
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ROTI®Mount FluorCare DAPI-Medium eingedeckt, bei RT getrocknet und anschlieBend in der
400-fachen VergroBerung mit dem BZ-X800-Mikroskop fotodokumentiert. Fir die
Quantifizierung der ANGPT2-Signale im humanen Synovium wurde fir die vorliegende
Dissertation ein Score etabliert. Hierfir wurden die ANGPT2-Signale in den Overlay-
Aufnahmen der 400-fachen VergrofRerung tiber Zuhilfenahme der CD31-Farbung ermittelt und
pro Blutgefal’ ein Score von 1-4 vergeben (Abbildung 19). Anschliefend wurde aus allen in der
Aufnahme vorhandenen BlutgefalRen der Mittelwert gebildet und mit weiteren quantifizierten

Arealen des Gewebes verrechnet. Anhand des folgenden Scores wurden die ANGPT2-Signale

bestimmt:

Farbung
Blutgefaim 3
Beschreibung Score
Overlay-
Aufnahme
GefaR Uberwiegend CD31 positiv, Farbung 1
eindeutiggrin
GefaR sowohl CD31 alsauch ANGPT2 positiv, 2
keine Expression Uberwiegt
Gefal sowohl CD31 als auch ANGPT2 positiv, 3
ANGPT2-Expression Uberwiegt
ANGPT2-Expression Uberwiegt deutlich, Gefal 4
2 leuchtet eindeutigrot

Abbildung 19. Beispiel einer Overlay-Aufnahme der ANGPT2- (rot) /CD31- (griin) Farbung in der 400-
fachen VergrofRerung. Fir die Quantifizierung der ANGPT2-Signale im humanen Synovialgewebe
wurde nebenstehender Score verwendet. Anhand der ANGPT2- und CD31-Farbung in der Overlay-
Aufnahme wurde pro BlutgefaR ein Score zwischen 1-4 vergeben. Der vergebene Score richtete sich
dabei danach, welche Signale iberwogen.

4.5.4.2 Angiopoietin-2-/CD31-Farbung in den SCID-Maus-Implantaten

Fiir die murine Angiopoietin-2 Farbung der murinen GefaRen in den SCID-Maus-Implantaten,
wurden die Schnitte statt mit Aceton mit 4% PFA fir 5 min fixiert. AnschlieBend wurden die
Schnitte in 1xPBS fir 5 min rehydriert. Flr die Permeabilisierung der Zellen wurden die
Schnitte mit 0,2% TritonX fliir 15 min bei RT inkubiert und anschliefend 2-mal fiir 3 min mit
1xPBS gewaschen. Die Blockierung unspezifischer Bindestellen erfolgte mit 1% BSA fiir 30 min
bei RT. Nachfolgend wurden 100 ul der primaren Antikorperlosung (Angiopoietin-2
monoklonal Kaninchen) oder der Isotypkontrolle (Isotyp monoklonal Kaninchen IgG)
zugegeben und (iber Nacht bei 4°C in einer Feuchtekammer inkubiert. Als Negativkontrolle
wurden 100 pl 1xPBS verwendet. Am nachsten Tag wurden die Schnitte 3-mal fiir 3 min in
1xPBS gewaschen und der sekundéare Antikorper (Ziege anti-Kaninchen H.L Cy3) fiir 60 min bei

RT in der Feuchtekammer zugegeben. AnschlieRend folgte ein 3-maliger Waschschritt fir
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jeweils 3 min mit 1xPBS. Die Schnitte wurden mit ROTI®Mount FluorCare DAPI-Medium
eingedeckt und bis zur mikroskopischen Auswertung in einer Feuchtekammer bei RT
waagerecht gelagert. Die Fotodokumentation erfolgte mit dem BZ-X800-Mikroskop in der

400-fachen VergroRerung.

Zum Nachweis der murinen GefdRe in den SCID-Maus-Implantaten wurde zusatzlich zur
Angiopoietin-2-Farbung im seriellen Schnitt eine CD31-Farbung durchgefiihrt. Die Schnitte
wurden in 4% PFA fiir 5 min bei RT fixiert, anschlieBend in 1xPBS fir 5 min inkubiert und tGber
Nacht in 1xPBS bei 4°C rehydriert. Am nachsten Tag wurden 100 pl der Antikérperlésung
(CD31 PE Ratte anti-Maus) oder der Isotypkontrolle (Isotyp PE Ratte IgG2a) zugegeben und in
einer Feuchtekammer fiir 2 h bei RT inkubiert. AnschlieRend folgte ein 3-maliger Waschschritt
fiir jeweils 3 min mit 1xPBS. Die Schnitte wurden mit ROTI®Mount FluorCare DAPI-Medium
eingedeckt und bis zur mikroskopischen Auswertung in einer Feuchtekammer bei RT
waagerecht gelagert. Die Fotodokumentation erfolgte mit dem BZ-X800-Mikroskop in der

400-fachen VergroBerung.

4.5.4.3 CD63 -Farbung der humanen RASF in den SCID-Maus-Implantaten

Zum Nachweis der humanen RASF-Migration in die Implantate wurde eine CD63-Farbung inkl.
DAPI-Farbung der Zellkerne durchgefiihrt. Hierfiir wurden wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben
Schnitte von ipsilateralen und kontralateralen Implantaten von Tag 3 angefertigt, fiir 10 min
in Aceton fixiert und anschlieRend fir 30 min getrocknet. Es folgte zum Rehydrieren ein 5-
minUtiger Inkubationsschritt in 1xPBS. Fir die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
wurde 5% Magermilchpulver in 1xPBS verwendet. Pro Schnitt wurden 100 ul
Blockierungsreagenz zugegeben und fiir 1 h bei RT in einer Feuchtekammer inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit 100 pl der primdren Antikorper-Losung (CD63
polyklonal Kaninchen anti-human) bzw. der entsprechenden Isotypkontrolle (lsotyp
polyklonal Ziege 1gG) oder 1xPBS als Kontrolle bei 4°C liber Nacht in einer Feuchtekammer
inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt in 1xPBS fiir jeweils 3 min. Im nachsten Schritt
wurde 1 Tropfen der Sekundar-Antikorper (Histofine Simple Stain MAX PO (G) anti-Kaninchen)
zugegeben und die Schnitte fiir 30 min bei RT in einer Feuchtekammer inkubiert. Es folgte ein
dreimaliger Waschschritt in 1xPBS fiir jeweils 3 min. Fiir die Detektion der CD63-Signale wurde
die AEC-Entwicklerl6sung (AEC-Substrat-Kit) entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

100 ul der angesetzten AEC-Losung wurde auf die Schnitte gegeben und die Farbung unter
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dem Mikroskop verfolgt. Nach ca. 3-minitiger Entwicklungszeit wurde die Farbung mittels
1xPBS abgestoppt, die Schnitte mit ROTI®Mount FluorCare DAPI-Medium eingedeckt und bis
zur mikroskopischen Auswertung in einer Feuchtekammer bei RT waagerecht gelagert. Die

Fotodokumentation erfolgte mit dem BZ-X800-Mikroskop in der 400-fachen VergréRerung.

4.6 Statistische Auswertungen

Soweit nicht anders angegeben, wurde aufgrund der Verteilung der Stichproben eine nicht-
parametrisch Verteilung angenommen. Folgende Testverfahren wurden fiir die Berechnungen
der statistischen Signifikanzen unter der Verwendung von der Software GraphPad Prism 6

angewendet (Tabelle 26):

Art und Umfang der Stichprobe Angewendetes Testverfahren
2 unabhéngige Stichproben Mann Whitney U-Test
> 2 unabhangige Stichproben Kruskal-Wallis-Test (H-Test)
2 verbundene Stichproben Wilcoxon-Test
> 2 verbundene Stichproben Friedman-Test

Tabelle 26: Angewendete Testverfahren fir die Berechnungen der statistischen Signifikanzen.

Die statistische Signifikanzgrenze lag bei p <0,05. Das bedeutet, dass wenn der p-Wert kleiner
als das vorgegebene Signifikanzniveau a von 0,05 ist, die Nullhypothese (es existiert kein
Unterschied zwischen den Stichproben) verworfen und ein signifikanter Unterschied zwischen
den Stichproben angenommen wurde. Das Signifikanzniveau o begrenzt dabei die
Wahrscheinlichkeit flir den Fehler 1. Art, dass die Nullhypothese falschlicherweise abgelehnt
wurde. Bei a = 0,05 und 20 Tests erhalt man folglich mindestens ein falsch signifikantes
Ergebnis. Die Begrenzung der Irrtumswahrscheinlichkeit auf hochstens a gilt jedoch nur fiir
das Testen einer Hypothese. Werden zur Analyse einer Hypothese mehrere Tests mit
Begrenzung von a durchgefiihrt, steigt mit jedem Test die versuchsbezogene
Irrtumswahrscheinlichkeit, sodass die Irrtumswahrscheinlichkeit gréoRer als a sein kann. Daher
wurde in der vorliegenden Dissertation bei Vergleichen von mehr als 2 Stichproben ein
multiples Testverfahren (Multiparameterkorrektur), der Dunn’s-Test, angewendet, um a zu
kontrollieren. Multiple Signifikanzniveaus sind definiert als die maximale Wahrscheinlichkeit,
mindestens eine der einzelnen Nullhypothesen abzulehnen (Bender et al. 2002). Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p £0,05, p < 0,01 und p £0,001 und sind mit *, ** oder

*** gekennzeichnet. Die Anzahl der in die statistischen Analysen eingeschlossenen
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biologischen Replikate (n = x) wurde jeweils in den Abbildungslegenden vermerkt. Die
spezifischen statistischen Analyseverfahren der RNA-Sequenzierungsdaten sind in Kapitel

4.3.4 beschrieben.
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5. ERGEBNISSE

RASF spielen eine wichtige Schliisselrolle bei der Progression der RA und tragen maligeblich
zu Destruktionen von Knorpel und Knochen bei. Weiterhin gibt es Hinweise dafir, dass die
RASF auch bei der veranderten GefaBneubildung im Synovium von RA-Patienten eine Rolle
spielen und fir die Entstehung von Helix-ahnlichen Gefallen im SCID-Maus-Modell der RA
verantwortlich sind. Allerdings ist bislang unklar, wie sich das Auftreten der Helix-dhnlichen
Gefalle im zeitlichen Verlauf verhalt und in welchem Zusammenhang die Entstehung der Helix-
ahnlichen GefaRe mit der Invasion der RASF in die Implantate steht. Auch ist bislang nicht
bekannt, wie sich im Kontext der Gefdallneubildung die RASF-vermittelte Interaktion mit den
EZ funktionell sowie auf molekularer Ebene auswirkt und welche GefdaRregulatoren hierbei
eine Rolle spielen.

5.1 Kinetik der RASF-vermittelten Entstehung von Helix-dhnlichen Gefaen im SCID-Maus-
Modell der RA

Um zu verstehen, wie sich die RASF-induzierten Helix-dhnlichen GefdRe entwickeln, wurde
zunachst der zeitliche Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefalRe liber einen Zeitraum
von 45 Tagen im SCID-Maus-Modell der RA analysiert. Hierfliir wurden die Implantate an Tag
3,6,9,12, 18, 24, 30, 40 und 45 nach der Implantation entnommen und auf die Entstehung

der Helix-ahnlichen Gefalle zum Implantat hin untersucht.

Die Abbildung 20 zeigt reprasentativ die Entstehung der Helix-dhnlichen GefdRe an den
Implantaten in dem Zeitraum von 3 bis 45 Tagen nach der OP. Interessanterweise konnten
bereits an Tag 3 nicht nur zahlreiche Helix-ahnliche Gefdlle am ipsilateralen, sondern auch
schon am kontralateralen Implantat identifiziert werden. Die Helix-dhnlichen Gefal3e stellten
sich zu diesem friihen Zeitpunkt als diinn und schwach durchblutet dar (Abbildung 20, A,
schwarze Pfeile). An Tag 6 waren vermehrt Helix-dhnliche GefaRe am ipsilateralen Implantat
im Vergleich zu Tag 3 erkennbar. Dieser Effekt konnte auch kontralateral beobachtet werden,
wobei kontralaterale Implantate im Vergleich zu den ipsilateralen Implantaten insgesamt
weniger Helix-dhnliche Gefalle zeigten. Ab Tag 18 konnten ipsilateral Helix-dhnliche Gefalle
beobachtet werden, die einen groBeren Durchmesser und starker durchblutet waren
(Abbildung 20, E, grauer Pfeil). Dieser Effekt zeigte sich auch kontralateral, allerdings verzogert
ab Tag 24 (Abbildung 20, F, blauer Pfeil). Tag 40 und 45 waren ipsilateral und kontralateral
durch stark durchblutete, groRe Helix-dhnliche GefaRe gekennzeichnet (Abbildung 20, H und
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I, griine Pfeile). Hierbei lagen im Vergleich zu den friihen Zeitpunkten weniger diinne, schwach

durchblutete GefalRe vor.

A Ipsilateral B Ipsilateral C Ipsilateral
Tag 6

Tag 3

Tag9

Kontralateral Kontralateral Kontralateral
Tag 3 Tag 6 Tag 9
D Ipsilateral E Ipsilateral F Ipsilateral
Tag 12 Tag 18 Tag 24

w

Kontralteral Kontralateral ] ] Kontralateral
Tag 12 Tag 18 Tag 24
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Ipsilateral

H Ipsilateral I Ipsilateral
Tag 40

kg 74

Kontralateral Kontralateral Kontralateral
Tag 30 Tag 40 Tag 45

Abbildung 20: Entstehung Helix-dhnlicher GefdRe im SCID-Maus-Modell der RA lber einen Zeitraum
von 3 bis 45 Tagen (A) — (I). An Tag 3 zeigten sich die Helix-ahnlichen GefaRe als diinne und schwach
durchblutete Gefale (A, schwarze Pfeile). Ab Tag 18 konnten ipsilateral groRere Helix-dhnliche GefdRe
beobachtet werden, die deutlich starker durchblutet waren (E, grauer Pfeil). Dieser Effekt zeigte sich
kontralateral verzégert ab Tag 24 (F, blauer Pfeil). An Tag 40 und 45 waren ipsilateral und kontralateral
stark durchblutete grofRe Helix-dhnliche GefalRe zu erkennen (H und I, griine Pfeile). (A) und (C) zeigen
beispielhaft die Gelatinematrix des Implantats (* schwarz) mit darunter liegendem implantiertem
Knorpel (* blau).

Zur weiteren Analyse der Entstehung von Helix-dhnlichen GefdaRBen im SCID-Maus-Modell
wurden die Helix-dhnlichen GefiRe entsprechend Kapitel 4.4.7 quantifiziert (Abbildung 21).

Basierend auf dem ipsilateralen Verlauf wurde die Entstehung der Helix-dhnlichen GefdaRe von

Tag 3 bis Tag 45 in drei Phasen unterteilt.

In Phase 1 kam es an Tag 3 bis 18 zur vermehrten Entstehung der Helix-dhnlichen GefalRe. An
Tag 3 lagen ipsilateral bereits im Mittel 8,2 + 1,0 Helix-ahnliche GefaRRe vor. Kontralateral
wurden an Tag 3 im Mittel 4,0 + 1,5 Helix-dhnliche GefaRe identifiziert (Abbildung 21,
kontralateraler (m) Verlauf der Helix-ahnlichen GefaRe). Auffallig wahrend Phase 1 war, dass
sowohl ipsilateral als auch kontralateral an Tag 9 ein Riickgang der Helix-dhnlichen GefalSe zu
erkennen war. Ipsilateral nahm die Anzahl der Helix-ahnlichen GefalRe im Vergleich zu Tag 6
von 9,2 + 1,8 auf 7,7 + 2,3 ab, wahrend die Helix-dhnlichen GefdRe kontralateral lediglich um

im Mittel von 0,5 zurlickgingen (Abbildung 21). Zwischen Tag 12 und 18 stagnierte die
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Zunahme der Helix-dhnlichen GefdRe an den ipsilateralen Implantaten (9,0 + 2,1 vs. 8,8 +1,4
Helix-ahnliche Gefalle), bevor es zwischen Tag 18 und Tag 30 zur starksten Zunahme der Helix-
dhnlichen GefdaRe wahrend Phase 2 kam. Im Mittel wurden an Tag 30 12,3 + 1,3 Helix-dhnliche
Gefalle identifiziert (Abbildung 21, ipsilateraler (o) Verlauf der Helix-ahnlichen Gefal3e).
Interessanterweise stagnierte auch an den kontralateralen Implantaten die Zunahme der
Helix-ahnlichen Gefalle zeitverzogert zwischen Tag 18 und 24 (6,7 +1,7 vs. 6,5 £ 0,4 Helix-
dhnliche Gefalle). Die Zunahme der Helix-dhnlichen Gefalle auf das Maximum erfolgte in den
kontralateralen Implantaten ebenfalls zeitverzogert zwischen Tag 24 und 40 auf im Mittel 8,3
+ 0,6 Helix-ahnliche GefaRRe. Phase 3 kennzeichnete sowohl ipsilateral als auch kontralateral
die Endphase der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe. Ab Tag 30 nahm die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefaRe in den ipsilateralen Implantaten stetig ab. Ein Riickgang wurde in den
kontralateralen Implantaten erst zeitverzogert ab Tag 40 beobachtet. An Tag 45 kam es an
den ipsilateralen Implantaten zu einem Rickgang auf 9,5 £ 1,8 und an den kontralateralen

Implantaten zu einem Riickgang auf 4,8 + 2,0 Helix-dhnlichen GefaBe (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Kinetik der RASF-vermittelten Entstehung von Helix-dhnlichen GefdlRen in einem
Zeitraum von 45 Tagen. Dargestellt ist der Mittelwert (+ Standardfehler des Mittelwertes) der Anzahl
der Helix-dhnlichen GefaRe in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen
Gefdlle wurdenanTag 3, 6,9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde
die GefaBneubildung in 6 Mdusen aus drei Experimenten mit RASF von 3 unterschiedlichen RA-
Patienten analysiert (n = 3). Bereits 3 Tage nach der OP waren Helix-dhnliche GefaRe ipsilateral und
kontralateral identifizierbar. An Tag 30 waren in den ipsilateralen Implantaten die meisten Helix-
ahnlichen Gefalle erkennbar, bevor die Anzahl der Helix-ahnlichen GefdaRe an Tag 45 wieder abnahm.
Kontralateral waren an Tag 40 die meisten Helix-dhnlichen GefidlRe identifizierbar. Der Verlauf der
Entstehung der Helix-dhnlichen GefdlRe wurde anhand der Kinetik in Phase 1-3 unterteilt. © Anzahl der
Helix-dhnlichen GefdRRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-dhnlichen GefdRe an
kontralateralen Implantaten.
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Die Analyse von Phase 1 (Tag 3-18) ergab, dass es in den kontralateralen Implantaten
(Abbildung 22, blaue Regressionsgerade, m = 0,15 £ 0,1) zu einer starkeren Zunahme der Helix-
dhnlichen GefdaBe kam im Vergleich zu den ipsilateralen Implantaten (Abbildung 22, rote
Regressionsgerade, m=0,03 £ 0,1).
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Abbildung 22: Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe wahrend Phase 1 in einem Zeitraum
von 3-18 Tagen nach der OP. Dargestellt ist der Mittelwert (£ SEM) der Anzahl der Helix-dhnlichen
Gefdlle in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen GefaRe wurden an Tag 3,
6, 9, 12 und 18 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefdBneubildung in 6 Mausen aus
drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert (n = 3). Die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefdlRe stieg langsam an, wobei die Helix-dhnlichen GefdRe in den ipsilateralen
Implantaten mit einer Steigung von m = 0,03 + 0,10 (rote Regressionsgerade) und in den
kontralateralen Implantaten mit einer Steigung von m = 0,15 + 0,10 (blaue Regressionsgerade)
zunahmen. o Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-
dhnlichen Gefidlle an kontralateralen Implantaten.

Auch wahrend Phase 2 (Tag 18-30) war eine unterschiedlich starke Zunahme der Helix-
ahnlichen Gefalle zwischen den ipsilateralen und den kontralateralen Implantaten zu
beobachten. In den ipsilateralen Implantaten nahm die Anzahl der Helix-dhnlichen GefalRe mit
einer Steigung von m = 0,30 £ 0,11 zu und steigerte sich somit um das 10-fache im Vergleich
zu Phase 1 (Abbildung 23, rote Regressionsgerade). In den kontralateralen Implantaten nahm
die Anzahl der Helix-dhnlichen Gefae im Vergleich zu ipsilateral mit einer Steigung von 0,13
+ 0,10 weniger stark zu und war vergleichbar mit der fir Phase 1 berechneten Steigung

(Abbildung 23, blaue Regressionsgerade).
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Abbildung 23: Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe wahrend Phase 2 in einem Zeitraum
von 18 bis 30 Tagen nach der OP. Dargestellt ist der Mittelwert (x SEM) der Anzahl der Helix-dhnlichen
Gefalle in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen GefaRe wurden an Tag
18, 24 und 30 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefaBneubildung in 6 Mausen aus
drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert (n = 3). Die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefaBe stieg stark an, wobei die Helix-dhnlichen GefidlRe in den ipsilateralen
Implantaten mit einer Steigung von m = 0,30 + 0,11 (rote Regressionsgerade) und in den
kontralateralen Implantaten mit einer Steigung von m = 0,13 + 0,10 (blaue Regressionsgerade)
zunahmen. o Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-
ahnlichen GefaRe an kontralateralen Implantaten.

Wahrend Phase 3 zwischen Tag 30-45 ging die Anzahl der Helix-dhnlichen Gefalle sowohl in
den ipsilateralen als auch in den kontralateralen Implantaten zurlick. In den ipsilateralen
Implantaten nahm die Anzahl der Helix-ahnlichen Gefadl3e mit einer Steigung von m =-0,17
0,12 ab (Abbildung 24, rote Regressionsgerade). Dieser Rickgang war vergleichbar mit dem
Rickgang der Helix-ahnlichen Gefdlle in den kontralateralen Implantaten, die eine Steigung

von m =-0,18 £ 0,11 aufwiesen (Abbildung 24, blaue Regressionsgerade).
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Abbildung 24: Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefdaRe wahrend Phase 3 in einem Zeitraum
von 30 bis 45 Tagen nach der OP. Dargestellt ist der Mittelwert (+ SEM) der Anzahl der Helix-dhnlichen
Gefalle in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen GefaRe wurden an Tag
30, 40 und 45 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefdalRneubildung in 6 Mausen aus
drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert (n = 3). Die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefdlRe ging in dieser Phase zuriick, wobei die Helix-dhnlichen GefdaRe in den
ipsilateralen Implantaten mit einer Steigung von m =-0,17 + 0,12 (rote Regressionsgerade) und in den
kontralateralen Implantaten mit einer Steigung von m =-0,18 £ 0,11 (blaue Regressionsgerade) dhnlich
stark abnahmen. o Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-
ahnlichen GefaRe an kontralateralen Implantaten.

5.1.1 Nachweis der RASF-vermittelten Migration in das kontralaterale Implantat

Da bereits an Tag 3 Helix-ahnliche Gefalle auch am kontralateralen Implantat identifiziert
werden konnten, sollte die Frage geklart werden, ob diese Helix-dhnlichen Gefdlle im
Zusammenhang mit der RASF-spezifischen Induktion stehen. Aus diesem Grund wurde eine
anti-humanes CD63-Farbung der humanen RASF an den ipsilateralen sowie kontralateralen
Implantaten an Tag 3 durchgefiihrt, um herauszufinden, ob die RASF bereits an Tag 3 zum
kontralateralen Implantat migriert waren. CD63 gehort zur Familie der Tetraspanine, die
Transmembranproteine bilden und beispielsweise in die Zelladhdsion involviert sind. Die
Farbung ergab, dass ipsilateral wie erwartet zahlreiche CD63-positive Zellen identifiziert
werden konnten (Abbildung 25, ipsilateral). Auch die kontralateralen Implantate wiesen an
Tag 3 bereits CD63-positive Zellen auf, auch wenn hier, wie erwartet, deutlich weniger Zellen
im Vergleich zu den ipsilateralen Implantaten zu erkennen waren (Abbildung 25,
kontralateral), da die RASF erst zur kontralateralen Seite migrieren missen.
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Abbildung 25: CD63-Farbung der humanen RASF in den ipsilateralen und kontralateralen Implantaten
an Tag 3 nach der OP. Es wurden Gewebeschnitte der ipsilateralen und kontralateralen Implantate
angefertigt und die RASF wurden mit CD63 in Rot sowie mit DAPI zum Nachweis der Zellkerne in blau
gefarbt. Die Fotos sind in der 400-fachen VergroBerung dargestellt. Im ipsilateralen Implantat sind wie
erwartet zahlreiche CD63-positive RASF zu erkennen. Aber auch kontralateral konnten bereits
vereinzelt CD63-positive RASF identifiziert werden.

5.1.2 Invasion der RASF in den Knorpel von Tag 12 bis 45

Nachdem der Verlauf der Entstehung der RASF-induzierten Helix-dhnlichen Gefdl3e
beschrieben werden konnte, wurde im nachsten Schritt tiberprift, ob ein Zusammenhang der
Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe mit der RASF-vermittelten Invasion in den Knorpel
besteht. Da die starkste Zunahme der Anzahl der Helix-dhnlichen GefalRe ab Tag 18 beobachtet
werden konnte, wurde der Verlauf der Invasion der RASF in den Knorpel ab Tag 12 evaluiert
und in Abbildung 26 dargestellt. Der Invasionsverlauf zeigte, dass an Tag 12 sowohl ipsilateral
als auch kontralateral die Invasion ein Score von 0,3 + 0,1 bzw. 0,2 + 0,1 vorlag. Ipsilateral
konnte eine Zunahme der Invasion zwischen Tag 12-30 auf einen Score von 1,5 + 0,1
beobachtet werden und war somit mit der Zunahme der Helix-dhnlichen GefdlRe in den
kontralateralen Implantaten zwischen Tag 12 und 30 vergleichbar (Abbildung 20).
Kontralateral nahm die Invasion ebenfalls von Tag 12 bis Tag 30 zu und lag bei einem Score
von 2,0 + 0,3. Bis Tag 45 nahm die Invasion in den ipsilateralen Implantaten weiter zu und
erreichte einen Score von 2,5 £ 0,1, wahrend die Invasion in den kontralateralen Implantaten
an Tag 45 bei einem Score von 1,6 + 0,2 lag. Allerdings lagen bis zur Abgabe der vorliegenden
Dissertation die Invasionsergebnisse Uber den Zeitraum 12-45 Tage von zwei der drei
durchgefiihrten Tierserien (n= 2) mit jeweils 4 Mausen pro Zeitpunkt und jeweils 1-2
guantifizierbare Knorpel pro ipsilaterales und kontralaterales Implantat vor, sodass keine

abschlielenden statistischen Analysen durchgefiihrt werden konnten.
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Abbildung 26: Kinetik der Invasion der RASF in den Knorpel im SCID-Maus-Modell der RA in einem
Zeitraum von 12 bis 45 Tagen. Die Invasion in den Knorpel wurde an Tag 12, 18, 24, 30, 40 und 45 Tage
nach der OP quantifiziert (n = 2 pro Zeitpunkt). Pro Zeitpunkt wurde die Invasion in jeweils 1-2 Knorpel
pro ipsilaterales und kontralaterales Implantat von jeweils 4 Mausen evaluiert. Die Invasion war
ipsilateral und kontralateral an Tag 12 noch gering ausgepragt und steigerte sich wie erwartet bis Tag
45, wobei die Steigerung in kontralaterale Knorpel zeitverzogert erfolgte (je n = 2). o Invasion der RASF
in ipsilaterale Knorpel; m Invasion der RASF in kontralaterale Knorpel.

An Tag 45 war die Invasion der RASF in die ipsilateralen und die kontralateralen Knorpel weit
fortgeschritten (Abbildung 27, A, rote Pfeile). Die Invasionsscores lagen ipsilateral bei 2,1 +0,6
und kontralateral 1,6 £ 0,2, wobei wie erwartet kein signifikanter Unterschied festgestellt

wurde (Abbildung 27, B).
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Abbildung 27: Invasion der RASF in die ipsilateralen und kontralateralen Knorpel an Tag 45 nach der
OP. (A) HE-Farbung: Dargestellt ist die Invasion der RASF in die ipsilateralen und kontralateralen
Knorpel (rote Pfeile) in 20-facher VergréRerung. K: Knorpel; G: Gelatinematrix; blauer Pfeil: murines
Bindegewebe. (B) Dargestellt ist die Invasion der RASF an Tag 45 nach der OP, die mittels eines
etablierten Scores quantifiziert wurde. Pro Zeitpunkt wurde die Invasion der RASF in 6 Mausen aus drei
Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Pro Maus wurden jeweils 1-
2 Knorpel ipsilateral und kontralateral evaluiert. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl.
Standardabweichungen des Invasionsscores fiir Tag 45. Die statistischen Analysen wurden mit dem
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt (n.s.: nicht signifikant, n=3).

5.1.3 Die Rolle von Angiopoietin-2 in den SCID-Maus-Implantaten und im humanen
Synovialgewebe von RA-Patienten
Im nachsten Schritt sollte herausgefunden werden, welche molekularen Mechanismen bei der
Entstehung der RASF-induzierten Helix-dhnlichen Gefdlle eine Rolle spielen und ob diese
molekularen Mechanismen moglicherweise auch in der RA bezliglich der pathologisch
veranderten GefalRneubildung im Synovium von RA-Patienten involviert sind. Aus diesem
Grund wurde zunachst der Gefdlregulator Angiopoietin-2 (ANGPT2) in den SCID-Maus-
Implantaten analysiert. Hierflir wurden von den ipsilateralen und kontralateralen Implantaten
der SCID-Mause an Tag 3, 6, 9 und 12 serielle Schnitte angefertigt und eine ANGPT2-Farbung
sowie CD31-Farbung durchgefiihrt (Abbildung 28, A). CD31 ist ein spezifischer EZ-Marker, mit
dem es moglich ist, BlutgefdRe innerhalb der Implantate zu detektieren. Fiir die Evaluation
wurde ein quantitativer Score angewendet, der zum einen ANGPT2-positive sowie -negative

GefaRe erfasste, zum anderen die Stdarke des ANGPT2-Signals im Vergleich zum CD31-Signal
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mit einbezog. Es konnte gezeigt werden, dass in ipsilateralen Implantaten an Tag 3 und 6
weniger ANGPT2 vorhanden war im Vergleich zu kontralateralen Implantaten. An Tag 9 und
12 war sowohl ipsilateral als auch kontralateral die ANGPT2-Expression identisch (Abbildung
28, B). Allerdings lag bis zur Abgabe der vorliegenden Dissertation die Auswertung von nur
einer Tierserie (n = 1) mit jeweils 1-2 Mausen pro Zeitpunkt vor, sodass keine finale statistische

Auswertung durchgefiihrt werden konnte.
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Abbildung 28: Angiopoietin-2 in den SCID-Maus-Implantaten. (A) Reprasentative Darstellung der
ANGPT2- und CD31-Farbung (rot) sowie der Zellkerne (blau) in der 400-fachen VergroRerung.
(B) ANGPT2-Expression im SCID-Maus-Modell der RA in einem Zeitraum von 3-12 Tagen in ipsilateralen
und kontralateralen Implantaten. Die ANGPT2-Expression war kontralateral im Vergleich zu ipsilateral
an Tag 3 und 6 starker ausgepragt. Pro Zeitpunkt wurde die ANGPT2-Expression in den Implantaten
von jeweils 1-2 Mausen evaluiert. Zusatzlich wurde fiir die Evaluation eine CD31-Farbung der EZ
durchgefiihrt. Folgender Score wurde fiir die Quantifizierung der ANGPT2-Expression in den
BlutgefaBen angewendet: 0 = ANGPT2-negativ; 1 = ANGPT2-positiv, CD31-Farbung Uberwiegt; 2 =
ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal identisch zu CD31; 3 = ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal starker als das
CD31-Signal. o ANGPT2-Expression in ipsilateralen Implantaten; ® ANGPT2-Expression in
kontralateralen Implantaten.

Da die Analyse der SCID-Maus-Implantate hinsichtlich der ANGPT2-Expression schon erste
Hinweise bezliglich einer RASF-vermittelten veranderten ANGPT2-Expression lieferte, sollte
im weiteren Verlauf herausgefunden werden, ob ANGPT2 auch humanen Synovialgewebe von
RA-Patienten eine veranderte Expression aufwies. Hierflir wurde die ANGPT2-Expression im
Synovialgewebe aus Kniegelenken von Patienten mit weit fortgeschrittener RA bzw. OA
analysiert. Zur Kontrolle wurden die GefdaRe mit dem EZ-Marker CD31 (griin) und die Zellkerne

mit DAPI (blau) angefarbt. Fiir die Evaluation der ANGPT2-Expression wurden die Overlay-
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Aufnahmen anhand der Stdrke der ANGPT2- und CD31-Firbung wie in Kapitel 4.5.3
beschrieben ausgewertet. Die ANGPT2-Expression war im humanen Synovium von RA-
Patienten im Vergleich zu OA-Patienten starker ausgeprdgt (Abbildung 29, B). Nach
Anwendung eines quantitativen ANGPT2-Expressionsscores konnte eine signifikant starkere

ANGPT2-Expression im RA-Synovium im Vergleich zur OA festgestellt werden (Abbildung 29,

A).
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Abbildung 29: ANGPT2-Expression im humanen Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten. (A)
Dargestellt ist die immunhistochemische Fluoreszenzfarbung von ANGPT2 (rot), dem EZ-marker CD31
(gran) und DAPI (blau) zum Anfarben der Zellkerne in der 200-fachen VergroBerung. (B) Evaluation der
ANGPT2-Expression im Synovium unter Anwendung des ANGPT2-Expressionsscores. Fir die
Quantifizierung wurden die Overlay-Aufnahmen verwendet. ANGPT2 war signifikant starker im RA-
Synovium als im OA-Synovium exprimiert. Fiir die statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-
Test angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01 und p £ 0,001 und mit
*, *¥* oder *** gekennzeichnet (RA: n = 6; OA: n = 6).

5.2 Charakterisierung der RASF/EZ-Interaktionen auf funktioneller Ebene

Nachdem der zeitliche Verlauf der Entstehung von RASF-induzierten Helix-dhnlichen GefalRe
im SCID-Maus-Modell tiber 45 Tage beschrieben wurde und dariiber hinaus gezeigt werden
konnte, dass ANGPT2 sowohl im SCID-Maus-Modell der RA als auch im Synovium von RA-
Patienten verdndert exprimiert wurde, stand im nachsten Schritt die RASF-vermittelte
Interaktion mit den EZ im Fokus. Es sollte herausgefunden werden, ob und wie sich die RASF-
vermittelte Interaktion funktionell auf die EZ in vitro auswirkt und welchen Einfluss die
Interaktion auf die Entstehung von verdanderten GefaRstrukturen hat, die evtl. zu den im SCID-
Maus-Modell beobachteten Helix-ahnlichen Gefallen bzw. der veranderten GefdaRneubildung
bei RA-Patienten (Kapitel 1.4.2) entsprechen kdnnte. Zudem sollte die Frage geklart werden,
ob die RASF-vermittelten Effekte bereits in kurzzeitigen in vitro-Experimenten auftreten und

so der Einfluss auf die GefaRneubildung in vitro simuliert werden kann. Hierfiir wurde die
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RASF-vermittelte Interaktion mit den EZ im 2D Tube-Formation-Experiment sowie im 3D

Spharoid-basierten Sprout-Experiment analysiert.

5.2.1 Einfluss der RASF auf die GefaRneubildung im 2D Tube-Formation-Experiment

Um Hinweise dafir zu bekommen, ob die RASF-Interaktionen mit den EZ bereits in einem in
vitro-Kurzzeitexperiment nachweisbar sind, wurden die RASF gemeinsam mit HUVEC kultiviert
und die GefalRneubildung im Tube-Formation-Experiment nach 4 bzw. 8 h untersucht. Zur
Differenzierung der RASF von den HUVEC wurden die RASF zuvor mit Calcein-AM griin
angefarbt (Kapitel 4.2.1).

Nach 4 bzw. 8 h bildeten die HUVEC auf dem Matrigel ein Zellnetzwerk aus, welches aus
Lumen, Tubes, Verzweigungspunkten und Zellakkumulationen bestand (Abbildung 30, A und
B). Fir die Analyse des Einflusses der RASF auf die Angiogenese im Tube-Formation-
Experiment wurden nach 4 h die Parameter Anzahl der gebildeten Lumen, Anzahl der
Verzweigungspunkte, Lumenumfang, die Anzahl der Tubes sowie die Tubedicke wie in Kapitel
4.2.2.3 beschrieben quantifiziert. Interessenterweise beeinflusste die Zugabe von RASF zu den
HUVEC bereits nach 4 h die GefaRneubildung, indem die RASF signifikant die Tubedicke von
21,6 um = 5,7 um auf 16,6 um + 2,2 um im Vergleich zur HUVEC Monokultur (ohne RASF)
reduzierten (p = 0,015) (Abbildung 30, A). Nach 8 h bewirkte die Co-Kultivierung der HUVEC
mit den RASF im Tube-Formation-Experiment eine weiter verstarkte Ausdinnung des
Zellnetzwerkes, indem die Tubedicke signifikant von 17,7 £ 1,5 um auf 15,1 + 1,4 um reduziert

wurde (p < 0,001) (Abbildung 30, B).

Die Gesamtzahl der Tubes oder der Lumen wurden durch die Zugabe der RASF hingegen nicht
beeinflusst (Daten nicht gezeigt), sodass fiir alle folgenden Experimente der Parameter
»Tubedicke” dargestellt wird. Tubes kdnnen nicht diinner als eine Zelldicke von ca. 8 um sein.

Dies entspricht etwa dem Durchmesser einer Zelle.
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Abbildung 30: RASF-vermittelter Einfluss auf die Endothelzellen im Tube-Formation-Experiment.
HUVEC wurden mit £ 15% Calcein-AM gefarbter RASF (griin) auf einer Matrigel-Beschichtung kultiviert
und die Ausbildung der Tubes nach 4 (A) bzw. 8 (B) h mittels Quantifizierung der Tubedicke evaluiert.
Darstellung in 100-facher VergroRerung. Dargestellt sind die Mittelwerte der Tubedicken inkl.
Standardabweichungen. Zu beiden Zeitpunkten erfolgte eine signifikante Reduktion der Tubedicke
durch RASF. Fir die statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-Test angewendet. Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p £ 0,001 und sind mit *, ** oder ***
gekennzeichnet (jeweils n = 10).

5.2.2 Einfluss der RASF auf die Angiogenese im 3D Spharoid-basierten Sprout Experiment

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die RASF bereits nach einem kurzen Zeitraum von
4 bzw. 8 h signifikant die GefalRneubildung beeinflussten, sollte im nachsten Schritt die Frage
geklart werden, wie sich die RASF/EZ-Interaktionen in Bezug auf die GefaRneubildung im 3D
Spharoid-basierten Sprout-Experiment Gber 24 h auswirken. Hierflir wurden zunachst
Sphéaroide bestehend aus HUVEC oder einer Kombination aus HUVEC und 15% Calcein-AM-
gefarbter RASF (griin) generiert, die in eine Kollagenmatrix eingebettet und durch VEGF-
Stimulierung zur Aussprossung angeregt wurden. AnschlieRend erfolgte die Aussprossung fir
24 h. Sowohl nach der Generierung der Sphéaroide (definiert als 0 h) als auch 24 h nach
Aussprossung (definiert als 24 h) wurden die Spharoide mittels Software-basierter

Quantifizierung der Spharoid-Flache entsprechend Kapitel 4.2.3 evaluiert.

Die HUVEC bildeten zum Zeitpunkt O h ein gleichmaRig geformtes, kugelférmiges Spharoid,
das eine kompakte Zellstruktur aufwies (Abbildung 31, A, gelber Pfeil). Die Sphéaroide aus
HUVEC mit RASF (in griin) lagen zum Zeitpunkt O h zusammen mit den HUVEC gleichmaRig
verteilt innerhalb des Spharoids vor. Auffallig war, dass die RASF teilweise an der Oberflache

des Spharoids vorlagen (Abbildung 31, A, blauer Pfeil). Nach 24 h zeigte das Sphéaroid
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bestehend aus HUVEC ohne RASF eine Aussprossung der HUVEC aus dem Spharoid. Die HUVEC
formten dabei wie erwartet Rohren-ahnliche dreidimensionale Strukturen (Abbildung 31, A,
orangefarbener Pfeil), wobei sich die Flache des Sphéaroids auf Grund der ausspriefenden
Zellen von 9061 um? + 1677 pm? auf 22.812 um? + 6149 pum? nicht signifikant vergréRerte
(Abbildung 31, B). Im Vergleich dazu zeigten Spharoide bestehend aus HUVEC und RASF keine
Bildung von Réhren-ahnlichen Strukturen (= Tubes) nach 24 h. Die HUVEC wanderten zwar
starker aus dem Spharoid aus verglichen mit Sphéaroiden, die nur HUVEC enthielten (Abbildung
31, A, lilafarbener Pfeil), allerdings war die Auswanderung der EZ diffuser und zeigte keine
geordnete Anordnung in Tubes. Dies zeigte sich in der signifikanten VergroRerung der
Spharoid-Flache von 9378 um? + 816 um? auf 28.600 um? + 4450 um? (p = 0,01). Auffillig war,
dass nur wenige RASF aus dem Spharoid migrierten (Abbildung 31, A, weiler Pfeil).
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Abbildung 31: Einfluss der RASF auf die Angiogenese im 3D Sphéroid-basierten Sprout-Experiment.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Spharoid-Flachen inkl. Standardabweichungen zum Zeitpunkt
unmittelbar nach Generierung der Spharoide nach 0 h sowie 24 h nach der Aussprossung. (A)
Darstellung der Spharoide in 100-facher VergroRerung: Gelber Pfeil: Die HUVEC formten ein
gleichmaRig rundes Spharoid; blauer Pfeil: RASF (griin) verteilten sich innerhalb des Spharoids,
ordneten sich aber auch an der Spharoid-Oberflache an; orangefarbener Pfeil: Die HUVEC sprossen aus
dem Sphéroid aus und bildeten dabei Rohren-ahnliche Strukturen; lilafarbener Pfeil: HUVEC sprossen
diffus aus dem Sphéroid aus, ohne Réhren zu bilden; weiRer Pfeil: RASF lagerten sich hauptsachlich
innerhalb des Sphéaroids an und wandern nur vereinzeln aus. (B) Nach 24 h war die Flache der
Spharoide ohne RASF wie erwartet durch die Aussprossung vergrofRert. Die Zugabe der RASF zu den
HUVEC vergréRerte die Flache der Spharoide jedoch zusatzlich, allerdings ohne die Ausbildung von
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Tubes. Fir die statistischen Analysen wurde der Friedman-Test angewendet und die Dunn’s-
Multiparameter-Korrektur durchgefiihrt. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p £ 0,05, p < 0,01
und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (jeweils n = 4).

5.3 Charakterisierung der RASF/EZ-Interaktionen auf molekularer Ebene

Es konnte mit den 2D- sowie 3D-basierten in vitro-Experimenten zur GefaBneubildung gezeigt
werden, dass die RASF die EZ-vermittelte Gefdallneubildung auch in vitro beeinflussten. Daher
ergab sich die Frage, welchen molekularen Einfluss die RASF auf die EZ nehmen und ob mit
den kurzfristigen in vitro-Experimenten auch eine Verdanderung der Gefdliregulatoren
feststellbar war. Hierfir sollte im ersten Schritt geklart werden, welchen Einfluss die RASF auf
die Sekretion und Expression der Gefaliregulatoren ANGPT2, VEGF, EFNB2 sowie eNOS haben.
Im zweiten Schritt sollte analysiert werden, welchen Einfluss die chronische Entziindung auf
die RASF beziglich der spezifischen Expression und Sekretion von Faktoren hat, die zur

veranderten Gefallneubildung beitragen kénnten.

5.3.1 Einfluss der RASF auf GefaRregulatoren

Um auf molekularer Ebene verstehen zu kénnen, welche RASF-vermittelten angiogene
Faktoren in die Modifikation der GefaBneubildung bzw. die Interaktion mit den EZ involviert
sind, wurde zunachst die Sekretion bzw. Expression der Gefdllregulatoren VEGF, ANGPT2,

EFNB2 und eNOS im Anschluss an die Tube-Formation-Experimente nach 4 bzw. 8 h bestimmt.

5.3.1.1 Die GefaRRregulatoren VEGF, ANGPT2 und EFNB2 unter Einfluss von RASF in vitro

Fiir die Analyse der ANGPT2- und VEGF-Sekretion im Tube-Formation-Experiment wurde nach
4 bzw. 8 h die ANGPT2- und VEGF-Konzentration in den Uberstianden bestimmt. Die ANGPT2-
Sekretion war in der HUVEC Monokultur nach 8 h im Vergleich zu 4 h signifikant von
1300 pg/ml * 650 pg/ml auf 2065 pg/ml + 475 pg/ml erhoht (p = 0,03) (Abbildung 32, A).
Derselbe Effekt, wenn auch nicht signifikant, war auch nach Zugabe der RASF zu den HUVEC
erkennbar. Es konnte kein Unterschied in der ANGPT2-Sekretion unter Einfluss der RASF
festgestellt werden. HUVEC sezernierten ohne die Zugabe von RASF 182 pg/ml * 50 pg/ml
VEGF nach 4 h. Die VEGF-Sekretion war nach Zugabe der RASF mit 216 pg/ml + 56 pg/ml nicht
signifikant erhoht (Abbildung 32, B). Nach 8 h war die VEGF-Sekretion der HUVEC sowohl mit
als auch ohne Zugabe der RASF signifikant niedriger als nach 4 h (p = 0,005 vs. p = 0,003)
(Abbildung 32, B). Ein RASF-vermittelter Unterschied in der VEGF-Sekretion konnte somit nach

4 oder 8 Stunden nicht festgesellt werden.
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Abbildung 32: ANGPT2- (A) und VEGF-Sekretion (B) wahrend der Tubebildung nach 4 und 8 h. Die
ANGPT2- (A) und VEGF-Konzentrationen (B) wurden nach Abschluss der Tube-Formation-Experimente
in den Uberstinden mittels ELISA-Messung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl.
Standardabweichungen. Fir die statistischen Analysen wurde der Friedman-Test durchgefiihrt und die
Dunn’s-Multiparameter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteiltin p < 0,05, p
< 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (4 h: n = 5;
8 h: n=10).

Zusatzlich wurde der RASF-vermittelte Einfluss auf einen weiteren GefdRregulator, das
Transmembranprotein EFNB2, untersucht. Fir den Nachweis von EFNB2 wurde eine
immunzytochemische Farbung im Anschluss an die Tubebildung nach 4 und 8 h durchgefiihrt
und das EFNB2-Signal mittels Software-basierter Intensitatsmessung bestimmt. Auch bei
EFNB2 konnte sowohl nach 4 als auch nach 8 h keine Verdanderung unter Einfluss von RASF
festgestellt werden (Abbildung 33, B und C). Allerdings zeigte die immunzytochemische
Farbung die Anlagerung der RASF (griin) an das von den EFNB2-sezernierenden HUVEC (rot)
gebildete Zellnetzwerk, wobei sich Giberlappende Signale aus RASF (griin) und EFNB2-positive
HUVEC (rot) gelb darstellen (Abbildung 33, A, 1000-fache VergrofRerung).
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Abbildung 33: EFNB2 im Tube-Formation-Experiment unter Einfluss von RASF nach 4 und 8 h. (A)
Dargestellt ist die immunzytochemische EFNB2-Farbung (rot) der HUVEC + RASF (griin) in der 200-
fachen und 1000-fachen VergroRerung. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die Intensitat
der EFNB2-Farbung wurde mit der Keyence-Software BZ X-800 nach 4 h (B) und 8 h (C) ausgewertet.
Es konnten keine EFNB2-Intensitatsunterschiede nach Zugabe der RASF festgestellt werden. Fir die
statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-Test durchgefiihrt. Die Signifikanzniveaus wurden
unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht
signifikant (4 h: n=3; 8 h:n=3).

5.3.1.2 Expression der GefdlRregulatoren ANGPT2, EFNB2 und eNOS unter Einfluss von RASF in
vitro
Nachdem auf Proteinebene keine Veranderungen der GefaRregulatoren ANGPT2, VEGF und
EFNB2 unter Einfluss von RASF in vitro festgestellt werden konnten, wurde die Genexpression
von ANGPT2 sowie EFNB2 und zusétzlich von eNOS im Tube-Formation-Experiment nach 4
bzw. 8 h untersucht. Hierbei sollte analysiert werden, ob die RASF in den in vitro-
Kurzzeitexperimenten nicht nur funktionell signifikant die GefaRneubildung modifizieren,
sondern auch, ob nach diesen friihen Zeitpunkten die Expression der spezifischen
Gefallregulatoren auf Genexpressionsebene beeinflusst wird. Fiir die Analyse der Expression
der Gefaliregulatoren wurde nach 4 bzw. 8 h die RNA aus den Tubes isoliert und die Expression
mittels semi-quantitativer qPCR gemessen. Abbildung 34 (A-C) zeigt die gemessenen CT-
Werte der Gefalregulatoren nach 4 bzw. 8 h. Allerdings konnten wie bei den
Proteinbestimmungen weder nach 4 noch nach 8 h eine RASF-vermittelte signifikante
Veranderungen der Expression der GefalRregulatoren ANGPT2, EFNB2 und eNOS festgestellt

werden.
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Abbildung 34: Expression der GefaRregulatoren ANGPT2, EFNB2 und eNOS unter Einfluss von RASF
nach 4 und 8 h. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl. der Standardabweichungen der Messungen der
Ct-Werte von ANGPT2 (A), EFNB2 (B) und eNOS (C) nach Durchfiihrung der Tube-Formation-
Experimente nach 4 und 8 h abziiglich der Ct-Werte des House-Keeping-Gens 18S (ACt). Fur die
statistischen Analysen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-
Multiparameter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p £ 0,05, p £ 0,01
und p £ 0,001 und mit *, ** oder ***, n.s.: nicht signifikant gekennzeichnet (4 h: n = 6; 8 h: n = 10).

5.3.2 Einfluss repetitiver Stimulierung auf die Expression angiogener Faktoren in RASF

Die RA ist durch die chronische Entziindung im Synovium charakterisiert, die zudem in
Schiben verlauft und so zur wiederholten Aktivierung der RASF fiihrt. Die damit
einhergehende Sekretion pro-inflammatorischer und pro-angiogener Faktoren tragt zur
verstarkten Interaktion mit den EZ und folglich einer verstarkten Gefdaneubildung im
hyperplastischen Synovium von RA-Patienten bei. Im nachsten Schritt sollte daher untersucht
werden, welche molekularen Mechanismen unter Einfluss von Entziindungsfaktoren zur RASF-

vermittelten veranderten Gefallneubildung beitragen.

5.3.2.1 Einfluss der repetitiven Stimulierung auf die Aktivierung der RASF

RASF werden in Folge der entzlindlichen Aktivierung epigenetisch modifiziert, sodass sie ihren
Phanotyp verdandern und dadurch beispielsweise eine verstarkte Invasion und die vermehrte
Freisetzung pro-inflammatorischer Faktoren aufweisen sowie durch ihren Einfluss auf die
GefaRneubildung die Progression der RA fordern (Ospelt et al. 2017; Lefevre et al. 2009).
Durch wiederkehrende Erkrankungsschiibe, die sich mit Phasen inaktiver Krankheitsaktivitat
abwechseln, werden die epigenetisch modifizierten RASF zusatzlich aktiviert und erhéhen

beispielsweise die IL-6-Sekretion. Allerdings ist bislang nicht bekannt, wie sich die wiederholte
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Aktivierung in Folge der wiederkehrenden Erkrankungsschiibe auf das Expressionsprofil der

RASF bezliglich pro-inflammatorischer und pro-angiogener Faktoren auswirkt.

Zur Analyse des Expressionsprofils von wiederholt aktivierten RASF wurden die
wiederkehrenden  Erkrankungsschilbe in  vitro simuliert. Hierfir wurde ein
Stimulierungsschema mit Entziindungsstimuli und Erholungsphasen) im Wechsel etabliert. Die
RASF wurden vier Mal repetitiv mit 0,05 ng/ml IL-1B fir 16 h stimuliert. Zwischen den
Stimulierungsschritten erhielten die RASF eine jeweils 8-stlindige Erholungsphase ohne
Zugabe von IL-1B. Nach jeder Stimulierungs- und Erholungsphase wurde die IL-6-
Konzentration bestimmt. Die einmalige Stimulierung der RASF bewirkte wie erwartet eine
signifikante IL-6-Induktion im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abbildung 35, A und B).
Interessanterweise wiesen die repetitiv stimulierten RASF bereits nach der dreimaligen
Stimulierung im Vergleich zur einmaligen Stimulierung eine signifikant schwachere Induktion
der IL-6-Sekretion auf, wobei die IL-6-Sekretion noch deutlich Gber die der unstimulierten
Kontrollen lag (Abbildung 35, A und B). Da die RASF bereits nach der dreimaligen Stimulierung
eine signifikante schwachere Induktion der IL-6-Sekretion im Vergleich zur einmaligen
Stimulierung zeigten, wurde das repetitive Stimulierungsschema der Fragestellung angepasst

und die RASF fir die folgenden Analysen drei Mal repetitiv stimuliert.
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Abbildung 35: IL-6-Sekretion im Verlauf der repetitiven Stimulierung der RASF mit IL-1p. Die RASF
wurden 4x fur jeweils 16 h mit 0,05 ng/ml IL-1B stimuliert. Zwischen den Stimulierungsphasen erhielten
die Zellen eine jeweils 8-stlindige Erholungsphase ohne IL-1B (Erholung, graue Balken). Die Aktivierung
der RASF wurde mittels IL-6-ELISA nachgewiesen. (A) und (B): Die erste Stimulierung (= 1. Puls, roter
Balken) zeigte wie erwartet eine signifikante Induktion der IL-6-Sekretion im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle (Ktr, schwarze Balken). Die drei- und viermalige Stimulierung (= 3. und 4. Puls,

101



ERGEBNISSE

jeweils rote Balken) bewirkte eine weiterhin ausgepragte aber signifikant schwachere Induktion der IL-
6-Sekretion im Vergleich zum 1. Puls. Es wurden Mittelwerte 7 biologischer Replikate (= RASF von 7
unterschiedlichen RA-Patienten) mit ihren Standardabweichungen sowie die Signifikanzlevel
bestimmt. Zur statistischen Evaluation wurde zum Vergleich innerhalb der 4 Pulse der Wilcoxon-Test
angewendet. Fur Vergleiche zwischen den Kontrollen und den stimulierten RASF wurde der H-Test
nach Kruskal und Wallis verwendet inkl. der Dunn’s-Multiparameter-Korrektur. Signifikante Effekte
sind durch *, ** oder *** gekennzeichnet (* p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert < 0,001;
n=7).

5.3.2.2 Analyse des Expressionsprofils von repetitiv stimulierten RASF

Zur Analyse der veranderten Aktivierung der RASF in Folge der repetitiven Stimulierung wurde
eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Hierfiir wurde sowohl nach der einmaligen als auch
nach der dreimaligen Stimulierung mit 0,05 ng/ml IL-1B die RNA isoliert und eine
Sequenzierung der gesamten RNA durchgefiihrt. Die RNA-Sequenzierung sowie die
Auswertung der Rohdaten der Genexpression wurden von einem Bioinformatiker
durchgefiihrt und die Gene und Signalweganalysen zusammengestellt, die signifikant

zwischen der einmaligen und der dreimaligen Stimulierung unterschiedliche reguliert waren.

Basierend darauf wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation zunachst analysiert, welche
Gengruppen nach repetitiver Aktivierung der RASF signifikant unterschiedlich reguliert waren.
Dabei lag der Fokus auf der Analyse, welche Erkrankungen mit den Top 18 signifikant
unterschiedlich regulierten Gengruppen assoziiert waren. Es zeigte sich, dass unter den Top 6
Erkrankungen vor allem Gengruppen aus dem Bereich Autoimmunerkrankungen,
Erkrankungen, die das Immunsystem betreffen, aber auch vaskulare Erkrankungen signifikant
unterschiedlich reguliert waren (Abbildung 36). Vergleicht man die signifikant unterschiedlich
regulierten Gene innerhalb dieser 3 Erkrankungen, fallt auf, dass ca. 200 Gene aus dem
Bereich Immunsystem assoziierte Erkrankungen unterschiedlich reguliert waren, wahrend in
dem Bereich vaskuldre Erkrankungen unter 100 Gene signifikant unterschiedlich exprimiert
waren. Die am starksten unterschiedlich regulierten Gene waren mit einem Signifikanzwert
von ca. 1,6 bei den Autoimmunerkrankungen zu finden, wozu auch die RA gehort (Abbildung
36). Der Signifikanzwert wurde mittels des negativen dekadischen Logarithmus des
korrigierten p-Wertes errechnet, wobei 2 das starkste und 0,75 das niedrigste

Signifikanzniveau kennzeichnete.
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Abbildung 36: Erkrankungen, die mit den Top 18 signifikant unterschiedlich regulierten Gengruppen
zwischen einmaliger und repetitiver Aktivierung der RASF assoziiert sind. In grauer Schattierung ist die
Anzahl der signifikant unterschiedlich regulierten Gene dargestellt, die mit einer bestimmten
Erkrankung assoziiert sind. Die signifikant angereicherten Gengruppen innerhalb der Erkrankungen
wurden (iber den Webserver KOBAS aus der Datenbank KEGG PATHWAY ermittelt. Die gestrichelte
Linie markiert die signifikant unterschiedlichen Gengruppen zwischen einmalig und repetitiv
aktivierten RASF. Gengruppen, die rechts neben der gestrichelten Linie liegen, weisen ein
Signifikanzniveau von p < 0,05 auf. Die Signifikanzwerte anhand der unteren Skala ergeben sich aus
dem negativen dekadischen Logarithmus des korrigierten p-Wertes. 2 entspricht dem hochsten und
0,75 dem niedrigsten Signifikanzniveau.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die repetitive Aktivierung der RASF zu signifikant
unterschiedlichen Regulierungen von Genen fiihrt, die sowohl bei Autoimmunerkrankungen
als auch bei vaskuldren Erkrankungen eine Rolle spielen, wurden im nachsten Schritt die
Top 48 signifikant unterschiedlich regulierten Signalwege analysiert. Dies sollte Aufschluss
darliber geben, Gber welche potenzielle Signalwege die RASF spezifisch die GefalBneubildung

im Kontext der RA modulieren.

Auffallig war, dass unter den Top 5 der zwischen einmalig und dreimalig stimulierten RASF
signifikant unterschiedlichen Signalwege der TNFa-Signalweg zu finden war (Abbildung 37),
wahrend die repetitive TNFa-Stimulierung der RASF keine signifikanten Unterschiede bei der
IL-6-Sekretion zwischen einmaliger und repetitiver Aktivierung bei dem verwendeten
Stimulationsschema aufwies (siehe Anhang: Abbildung 54). Weiterhin zeigte die
Signalweganalyse eine Anreicherung von signifikant unterschiedlich regulierten Genen, die
mit der RA assoziiert sind (Abbildung 37). Interessanterweise waren innerhalb der VEGF-
vermittelten Signalweiterleitung, welche die wichtigste molekulare Regulierung der
GefaRneubildung darstellt, keine signifikanten Unterschiede der Genexpression zwischen

einmaliger und repetitiver Aktivierung der RASF zu finden. Ebenso verhielt es sich mit dem NF-
103



ERGEBNISSE

kappa B-induzierten Signalweg, der vor allem bei der IL-1B-vermittelten Zellaktivierung eine

Rolle spielt (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Darstellung der Top 48 signifikant unterschiedlich regulierten Signalwege zwischen
einmaliger und repetitiver Stimulierung der RASF. In grauer Schattierung ist die Anzahl der signifikant
differenziell exprimierten Gene dargestellt, die mit bestimmten Signalwegen assoziiert sind. Die
signifikant angereicherten differenziell exprimierten Gene innerhalb der Signalwege wurden tiber den
Webserver KOBAS aus der Datenbank KEGG PATHWAY ermittelt. Die gestrichelte Linie markiert die
signifikant unterschiedlichen Gengruppen zwischen einmalig und repetitiv aktivierten RASF.
Gengruppen, die rechts neben der gestrichelten Linie liegen, weisen ein Signifikanzniveau von p < 0,05
auf. Die Signifikanzwerte anhand der unteren Skala ergeben sich aus dem negativen dekadischen
Logarithmus des korrigierten p-Wertes, wobei 4 dem hochsten und 1 dem niedrigsten
Signifikanzniveau entspricht.

5.3.2.3 Subgruppenanalyse des Expressionsprofils von repetitiv stimulierten RASF

Auf Grund der zahlreichen signifikant unterschiedlich regulierten Gene in Folge der repetitiven
Stimulierung lag der nachste Fokus in der vorliegenden Dissertation auf der Analyse der Top
50 signifikant unterschiedlich regulierten Genen zwischen der einmaligen und der dreimaligen
Stimulierung (im Folgenden nur noch als Top 50 differentiell exprimierte Gene (DEG)
bezeichnet). Zur weiteren Analyse wurde eine Subgruppenanalyse der jeweiligen

Expressionsprofile der Top 50 DEG durchgefihrt. Hierflir wurde fiir jedes der Top 50 Gene die
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Expressions- sowie die Signifikanzwerte nach einmaliger bzw. nach dreimaliger Stimulierung
der RASF und den dazugehdérigen Kontrollen aus den RNA-Sequenzierungsdaten enthommen,

graphisch dargestellt und innerhalb der Top 50 Gene verglichen (Abbildung 38, A).

Interessanterweise stellte sich heraus, dass sich in den Top 50 DEG drei unterschiedliche
Expressionsprofile, im Folgenden als Gruppe 1-3 bezeichnet, finden lieRen (Abbildung 38, B).
Die erste Gruppe zeigte eine signifikante Induktion der entsprechenden Genexpression nach
einmaliger Stimulierung mit IL-1B (= 1. Puls) im Vergleich zur Kontrolle. Gleichzeitig war die
Genexpression nach dreimaliger Stimulierung (= 3. Puls) im Vergleich zur einmaligen
Stimulierung signifikant schwacher induziert, weshalb dieser Effekt als ,Gewo6hnung” an die
repetitive IL-1B-Stimulierung definiert wurde. Die erste Gruppe spiegelte auch die
Beobachtungen der veranderten IL-6-Sekretion in Folge der repetitiven Stimulierung von RASF
aus Kapitel 5.3.3.1 wider und stand somit neben der gezielten Parameteranalyse Angiogenese-
modifizierender Faktoren der Top 50 DEG im Fokus der weiterflihrenden Analysen. Gruppe 2
und 3 wurden als ,nicht IL-1B induziert” bezeichnet, da bei Gruppe 2 sowohl in der Kontrolle
als auch nach dreimaliger Stimulierung die Genexpression signifikant im Vergleich zur
einmaligen Stimulierung hochreguliert war und somit kein spezifischer Stimulierungs-Effekt
vorlag. Ahnlich verhielt es sich auch mit Gruppe 3 mit dem Unterschied, dass hier die
Genexpression in der Kontrolle sowie nach dreimaliger Stimulierung im Vergleich zur
einmaligen Stimulierung signifikant schwacher induziert war. Da bei beiden Gruppen die
veranderte Genexpression nicht auf die IL-1B-Stimulierung zurickzufihren war, wurden die
zugeordneten Gene der Gruppen 2 und 3 bei den nachfolgenden Analysen nicht

berlicksichtigt.
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Abbildung 38: Subgruppen-Analyse der Top 50 differenziell exprimierten Gene (DEG) zwischen
einmaliger und dreimaliger IL-1B-Stimulierung der RASF. (A) Dargestellt ist die Heatmap der Top 50
DEG. In grinen Kasten sind die Gene markiert, die eine signifikant schwachere Induktion der
Genexpression nach dreimaliger (3x stim.) im Vergleich zur einmaligen Stimulierung (1x stim.) mit IL-
1B aufwiesen. (B) Anhand der Expressionsprofile der Top 50 DEG wurde eine Subgruppenanalyse
durchgefiihrt. Die Expressionsprofile aller Top 50 DEG konnte einer der drei folgenden Gruppen
zugeordnet werden: Gruppe 1 beinhaltete alle Gene, die im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Ktr)
eine signifikant schwachere Induktion der Genexpression nach wiederholter Stimulierung mit IL-13
(= Gewodhnung) zeigten (dargestellt am Beispiel CXCL2). Gruppe 2 (dargestellt am Beispiel NDE1) und
3 (dargestellt am Beispiel ANKH) zeigten keine signifikant unterschiedliche Genregulierung in Folge der
repetitiven Stimulierung.

5.3.2.4 Genanalyse aus der Gruppe 1 der Top 50 Gene

Zum besseren Verstandnis des Einflusses der repetitiven Stimulierung auf die veranderte
Genexpression bezliglich der veranderten Gefallneubildung in der RA wurden alle Gene ndher
analysiert, die innerhalb der Top 50 Genen zur Subgruppe 1 ,Gewdhnung an IL-1B-
Stimulierung” zugeordnet werden konnten. Dazu zdhlten die finf Gene STC1 (engl.
stanniocalcin-1), BMP6 (engl. bone morphogenetic protein 6), CXCL2 (engl. C-X-C motif
chemokine ligand 2), IL-11 (engl. interleukin 11) und ELOVL7 (engl. elongase 7), fir die
Pubmed-Literaturrecherchen in Kombination mit Stichpunkten jeweils zu inflammation,
arthritis, fibroblast und angiogenesis durchgefiihrt wurden, um unterschiedlich regulierte

Gene zu identifizieren, die im Zusammenhang mit RA und/oder Angiogenese beschrieben sind
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(Tabelle 27). Die Literaturrecherche ergab, dass fur /L-11 und CXCL2 mit jeweils allen 4
Suchbegriffen die meisten Treffer erzielt werden konnten. /L-11 und CXCL2 standen im Fokus
der weiteren Analysen, da bereits in Kapitel 5.3.1 und 5.3.2.2 gezeigt werden konnte, dass die
RASF die GefaRneubildung zusatzlich VEGF-unabhangig zu verandern scheinen und fiir beide
Gene ein VEGF-unabhangiger Effekt auf die GefaBneubildung in der Literatur beschrieben ist
(Urbantat et al. 2021; Elshabrawy et al. 2018). Aus diesem Grund wurden STC1 und BMP6
nicht weiter analysiert, da es in der Literatur fiir beide Gene Hinweise fiir einen VEGF-
vermittelten Einfluss auf die GefaRneubildung gibt (He et al. 2011; Pulkkinen et al. 2021).
ELOVL7 wurde ebenfalls fur die weiteren Analysen im Rahmen dieser Arbeit ausgeschlossen,
da in der Literatur keine Hinweise auf einen Zusammenhang mit der GefalRneubildung

gefunden werden konnten (Tabelle 27).

STC1 BMP6 IL-11 CXCL2 ELOVL?7

Funktion Glykoprotein TGFB-Ligand Zytokin Chemokin Elongase 7

Anzahl der Treffer in Pubmed

inflammation 57 101 438 1787 1
Pubmed- | arthritis 7 41 101 91 1
Recherche | fipropjast 49 9% 284 157 3
angiogenesis 42 35 47 121 0

Tabelle 27: Pubmed-Literaturrecherche zu den 5 DEG aus Gruppe 1 (Stand 30.10.2023).

Fiir die weitere Untersuchung der im Rahmen der RNA-Sequenzierung identifizierten Gene
IL- 11 und CXCL2 im Kontext der RASF-vermittelten veranderten GefalBneubildung wurde die
Kinetik der Expressionswerte aus der RNA-Sequenzierung analysiert. In Abbildung 39 sind die
Expressionswerte aus der RNA-Sequenzierung von IL-11 und CXCL2 tabellarisch (Abbildung 39,
A) sowie graphisch (Abbildung 39, B und C) dargestellt. Wie bereits in Abbildung 38 gezeigt
wurde, wiesen repetitiv stimulierte RASF eine signifikant schwachere Induktion von /L-11 und
CXCL2 im Vergleich zur einmaligen Stimulierung auf (Abbildung 39). Interessanterweise
zeigten repetitiv stimulierte RASF bei der IL-11-Expression keinen signifikanten Unterschied
zur Kontrolle (Abbildung 39, A und B). Im Gegensatz dazu war bei der CXCL2-Expression ein
signifikanter Unterschied zwischen repetitiv stimulierten RASF und der Kontrolle vorhanden.
Dies konnte auch auf Proteinebene bestatigt werden (Ktr. vs. 3. Puls: p = 0.023) (Abbildung
39, C). Funktionelle Analysen zu /L-11 und CXCL2 im Kontext der spezifischen RASF/EZ-
Interaktionen wurden als Projekte von medizinischen Doktorarbeiten weiter analysiert, die im
Rahmen des Projekts der vorliegenden Dissertation betreut wurden und aus diesem Grund
hier nicht beschrieben sind.
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Abbildung 39: Vergleich der IL-11- und CXCL2-Expression von repetitiv stimulierten RASF. Dargestellt
ist die Analyse der Genexpression von IL-11 und CXCL2 zwischen einmalig (1x stim.) und repetitiv
stimulierten (3x stim.) RASF sowie den entsprechenden Kontrollen tabellarisch (A) und graphisch (B,
C). Die Werte wurden aus der RNA-Sequenzierung entnommen (je n = 4). Nach repetitiver
Stimulierung (3x stimuliert) war bei IL-11 im Gegensatz zu CXCL2 kein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle vorhanden. (C) Bei CXCL2 zeigte die einmalige Stimulierung (= 1. Puls) eine signifikante
Induktion der CXCL2-Sekretion im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle (Ktr). Nach dreimaliger
Stimulierung (= 3. Puls) war die CXCL2-Induktion signifikant schwéacher im Vergleich zum 1. Puls.
Zwischen dreimaliger Stimulierung und der Kontrolle war ein signifikanter Unterschied in der CXCL2-
Sekretion vorhanden. Zur statistischen Evaluation wurde zum Vergleich innerhalb der 3 Pulse der
Wilcoxon-Test angewendet. Fiir Vergleiche zwischen den Kontrollen und den stimulierten RASF wurde
der H-Test nach Kruskal und Wallis inkl. der Dunn’s-Multiparameter-Korrektur verwendet. Signifikante
Effekte sind durch *, ** oder *** gekennzeichnet (* p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert <
0,001; n.s.: nicht signifikant; n = 8).

5.4 Einfluss der die Angiogenese modifizierenden Matrixfragmente auf die RASF-
Endothelzell-Interaktionen

Aktivierte RASF sezernieren verstarkt Matrixmetalloproteasen, wodurch es im Synovium von
RA-Patienten zur Degradation der EZM kommt (Lefévre et al. 2017; Lefévre et al. 2009). Durch
diesen Prozess werden Matrixfragmente wie beispielsweise Endostatin, ein anti-angiogenes
Kollagen Typ XVIII Fragment, freigesetzt. Im Kontext der verstarkten GefalRneubildung im
hyperplastischen RA-Synovium werden zudem aufgrund der Umstrukturierungen der
BlutgefdaRe die anti-angiogenen Fragmente des Kollagen Typs IV Canstatin, Arresten und
Tumstatin freigesetzt. Es ist bereits bekannt, dass Matrixfragmente auf RASF aktivierend
wirken, allerdings fehlen bislang Kenntnisse dariliber, welche Effekte die einzelnen
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Matrixfragmente funktionell sowie auf molekularer Ebene auf die RASF haben (Lefevre et al.
2017). Dain dieser Arbeit der Fokus auf der RASF-vermittelten Interaktion mit den EZ in Bezug
auf die veranderte GefaRneubildung in der RA lag, wurde der Einfluss von in der Literatur als
anti-angiogen beschriebenen Matrixfragmenten auf die RASF/EZ-Interaktionen sowie die

RASF-Aktivierung der RASF durch die Fragmente untersucht.

5.4.1 Canstatin und Endostatin in der Synovialflissigkeit und im Serum von RA Patienten

Um zu klaren, wie hoch die physiologische Konzentration der Matrixfragmente Canstatin,
Endostatin, Arresten und Tumstatin in RA-Patienten ist, wurde die Konzentration von
Canstatin und Endostatin im Serum und in der Synovialflissigkeit gemessen. Zum Vergleich
wurde die Canstatin-Konzentration in der Synovialflissigkeit und im Serum von Patienten mit
OA sowie im Serum von gesunden Probanden bestimmt. Dies sollte Aufschluss darliber geben,
in welchen physiologischen Konzentrationen Canstatin in RA sowie OA, aber auch in gesunden
Probanden vorkommt, um alle folgenden Experimente unter moglichst physiologisch nahen

Bedingungen durchzufiihren.

Die Messung der Canstatin-Konzentration im Serum zeigte, dass Canstatin bei RA-Patienten
im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhéht war (p = 0,001) (Abbildung 40, A). RA-
Patienten zeigten im Mittel Canstatin-Konzentrationen von 0,06 pg/ml, wobei die hochste
gemessene Konzentration bei 0,2 pg/ml und die niedrigste Konzentration bei 0,004 pug/ml lag.
Im Vergleich dazu wiesen gesunde Probanden im Mittel eine Canstatin-Konzentration von
0,04 pg/ml auf. Die hochste Canstatin-Konzentration lag bei 0,08 pg/ml, wahrend die
niedrigste Konzentration bei 0,01 pug/ml lag. OA-Patienten wiesen mit einem Mittelwert von
0,05 pg/ml im Vergleich zu den RA-Patienten ebenfalls eine niedrigere, jedoch nicht

signifikante, Canstatin-Konzentration im Serum auf (Abbildung 40, A).

Die Analyse der Canstatin-Konzentration in der Synovialflissigkeit von RA- und OA-Patienten
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen (Abbildung 40,
A). Auffallig war, dass die Canstatin-Konzentration bei den RA-Patienten in der
Synovialflissigkeit hoher war als im Serum, da der Mittelwert der Synovialflissigkeit bei

0,27 pug/ml lag und somit 4-fach héher als im Serum bei 0,06 pg/ml war.

Fiir die weitere Analyse des Canstatin-Effekts wurde auf Grund von gemessenen Einzelwerten

in der Synovialflussigkeit von tiber 0,3 pug/ml fur die weiteren Stimulierungen eine Canstatin-
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Konzentration von 0,5 pg/ml verwendet, um den kurzfristigen Canstatin-Effekt auf die
RASF/EZ-Interaktionen unter moglichst physiologischen Bedingungen dhnlich zum humanen
RA-Synovium zu untersuchen. Fir die Vorstimulierung der EZ mit Canstatin vor Zugabe der
RASF wurde die Canstatin-Konzentration 0,2 ug/ml gewabhlt, da dies zum einen dem hochsten
gemessenen Einzelwert im Serum entsprach, zum anderen nahe dem Mittelwert der

gemessenen Canstatin-Konzentration in der Synovialflissigkeit lag.

Die Messung der Endostatin-Konzentration ergab, dass keine signifikanten Unterschiede
zwischen RA-, OA- und gesunden Patienten festgestellt werden konnten (Abbildung 40, B). Die
mittlere Endostatin-Konzentration von gesunden Patienten lag bei 180 ng/ml, bei RA-
Patienten bei 220 ng/ml und bei OA-Patienten bei 210 ng/ml. Die niedrigste gemessene
Endostatin-Konzentration lag bei RA-Patienten bei 170 ng/ml und die hochste bei knapp
400 ng/ml. Aus diesem Grund wurden fur die weiteren Analysen die Endostatin-Konzentration
250 ng/ml (= 0,25 pg/ml) und 500 ng/ml (= 0,5 pg/ml) verwendet, um den Endostatin-Effekt

auf die RASF/EZ-Interaktionen unter moglichst physiologischen Bedingungen zu testen.
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Abbildung 40: Canstatin- und Endostatin-Sekretion im Serum und in der Synovialflssigkeit von RA-
und OA-Patienten. (A) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der gemessenen Canstatin-Sekretion
im Serum und in der SynovialflUssigkeit von RA- und OA-Patienten sowie gesunde Probanden im
Serum. (B) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der gemessenen Endostatin-Sekretion im Serum
von RA- und OA-Patienten sowie gesunde Probanden. Fiir die statistischen Analysen wurde der H-Test
nach Kruskal und Wallis inkl. Dunn’s-Multiparameter-Korrektur (A: Serum und B) und der Mann
Whitney U-Test (A: Synovialfllissigkeit) angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in
p £0,05, p<0,01 und p £0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, ns: nicht signifikant (A: Serum:
RA: n =27, OA: n = 8§, gesund: n = 20; Synovialflissigkeit: RA: n =6, OA: n = 7; B: RA, gesund: n =17,
OA: n=5).

110



ERGEBNISSE

Fiir Arresten wurden in der Literatur Hinweise dafiir gefunden, dass Arresten erst ab einer
Konzentration von 0,8 pug/ml einen signifikanten Effekt auf die HUVEC-Migration hat (Lv und
Zheng 2012). Allerdings reduzierten bereits 0,1 pg/ml Arresten die EZ-Proliferation (Nyberg et
al. 2008), sodass fiir die folgenden Analysen der vorliegenden Dissertation die
Konzentrationen 0,1; 0,5 und 1,0 pg/ml Arresten gewahlt wurden. Tumstatin wurde in der
Literatur in hoheren Konzentrationen eingesetzt. Beispielsweise zeigte erst eine Behandlung
mit 2,5 bis 10 pg/ml Tumstatin eine Wirkung auf das Tumorwachstum im Mausmodell
(Hamano und Kalluri 2005). Jedoch zeigte Tumstatin bereits ab einer Konzentration von
1,0 ug/ml einen signifikanten Effekt auf die Zellproliferation (Hwang-Bo et al. 2015), sodass
fir die folgenden Analysen der vorliegenden Dissertation die Tumstatin-Konzentration

1,0 pg/ml eingesetzt wurde.

5.4.2 Einfluss von Canstatin, Arresten, Tumstatin und Endostatin auf die Angiogenese in vitro

Um im néachsten Schritt einen Kandidaten fir weitere Versuche zu ermitteln, wurde der
funktionelle Effekt der Matrixfragmente in Bezug auf die GefaBneubildung in vitro analysiert.
Hierftr wurden HUVEC im Tube-Formation-Experiment mit 0,2 und 0,5 ug/ml Canstatin, 0,1,
0,5 und 1 pg/ml Arresten, 1 pg/ml Tumstatin sowie 0,25 und 0,5 pug/ml Endostatin fiir 4 h
stimuliert und anschlieBend der Einfluss der Matrixfragmente vergleichend auf die
GefaRneubildung ermittelt. Fir die Quantifizierung wurden der Parameter ,Tubedicke”
verwendet, da in Kapitel 5.2.1 gezeigt werden konnte, dass die RASF diesen Parameter

signifikant beeinflussten.

Die Stimulierung mit Canstatin, Arresten und Tumstatin zeigte im Auswahlversuch mit n =3
Proben einen Trend zur Reduktion der Tubedicke im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
(Abbildung 41, A, B und C). Die Stimulierung mit Endostatin bewirkte keine Reduktion der
Tubedicke (Abbildung 41, D).
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Abbildung 41: Effekte der Matrixfragmente Arresten, Tumstatin, Endostatin und Canstatin auf die
Tubebildung. Canstatin (Can) (A), Arresten (Arr) (B), Tumstatin (Tum) (C) und Endostatin (Endo) (D)
zeigten keine Effekte auf die Tubedicke im Tube-Formation-Experiment nach 4 h. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Tubedicken inkl. Standardabweichungen. Fir die statistischen Analysen wurde der H-
Test nach Kruskal und Wallis inkl. der Dunn’s-Multiparameter-Korrektur (A, B und D) oder der Mann
Whitney U-Test (C) angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p< 0,05, p<0,01 und p <
0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (n = 3).

Zusatzlich wurde die Endotoxizitdt der Matrixfragmente bestimmt, um LPS- oder andere
Endotoxin-vermittelte Effekte auszuschlieRen (Kapitel 4.3.7). Zum Messen des Endotoxins in
den verwendeten Matrixfragmenten wurden die hochsten Proteinkonzentrationen
eingesetzt, die auch in den Tube-Formation-Experimenten verwendet wurden. Es zeigte sich,
dass Endostatin mit < 0,01 EU/ml den niedrigsten Endotoxinwert aufwies. Canstatin erzielte
mit < 0,05 EU/ml den zweitniedrigsten Endotoxinwert, wohingegen die Endotoxinwerte von

Arresten und Tumstatin am hochsten waren (Tabelle 24).

Endostatin erzielte zwar den niedrigsten Endotoxinwert, zeigte jedoch keinen Trend zur
Veranderung der Tubedicke im Tube-Formation-Experiment. AuRerdem zeigte auch die 24-
stiindige Stimulierung der RASF mit Endostatin keinen Einfluss auf die RASF-Aktivierung
(Anhang: Abbildung 55, A). Somit wurde die Analyse von Endostatin nicht fortgesetzt. Die
Analyse von Arresten und Tumstatin wurde auf Grund der Endotoxin-Werte hintenangestellt.
Canstatin erzielte niedrige Endotoxinwerte (Tabelle 24), zeigte einen Trend zur Reduktion der
Tubedicke (Abbildung 41) und hatte auch das Potenzial, die RASF zu aktivieren (Anhang:
Abbildung 55, D), sodass flr die folgenden Analysen bzgl. der RASF/EZ-Interaktionen Canstatin

ausgewahlt wurde.
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5.4.3 Analyse des Canstatin-Effekts auf die RASF/EZ-Interaktionen im 2D Tube-Formation-
Experiment

Da Canstatin im Vorversuch eine dosisabhangige Reduktion der Tubedicke nach 4 h im Tube-
Formation-Experiment vermuten lieR (Abbildung 41), sollte im nachsten Schritt in hoherer
Fallzahl und nach einer langeren Stimulierungsdauer herausgefunden werden, ob und
welchen Einfluss Canstatin auf die GefaRneubildung in vitro hat. Hierfiir wurden die HUVEC
20 h vor der Durchfihrung des Tube-Formation-Experiments mit 0,2 ug/ml Canstatin
vorstimuliert. Anschliefend wurde das Tube-Formation-Experiment gestartet und die
Tubebildung nach 4 bzw. 8 h mittels Quantifizierung der Tubedicke evaluiert, sodass der
Canstatin-Effekt auf die EZ Gber 24 bzw. 28 h anstatt von 4 h (Abbildung 41) ermittelt werden
konnte. Die 20-stlindige Vorstimulierung mit Canstatin gefolgt von 4 h Tubebildung bewirkte
einen nicht signifikanten Anstieg der Tubedicke von 21,6 + 5,7 um auf 23,0 * 6,3 um
(Abbildung 42, A). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Tubedicke nach 8 h in Folge der
20-stlindigen Vorstimulierung mit Canstatin im Vergleich zu nicht vorstimulierten HUVEC von
17,5+0,9 um auf 13,4 + 2,0 um signifikant reduziert war (p = 0,023, jeweils n=10) (Abbildung
42, B).
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Abbildung 42: Canstatin-Effekt auf die HUVEC im Tube-Formation-Experiment nach 20-stiindiger
Vorstimulierung mit Canstatin. Dargestellt ist der Einfluss von Canstatin auf die Tubedicke (Mittelwert
inkl. Standardabweichung) nach 20-stiindiger Vorstimulierung der HUVEC und anschlieRendem Tube-
Formation-Experiment flir 4 h (A) bzw. fiir 8 h (B). Nach 8 h konnte ein signifikanter Effekt von Canstatin
in Folge der 20-stiindigen Vorstimulierung festgestellt werden, in dem die Tubedicke signifikant
reduziert war. Fir die statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-Test angewendet. Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01 und p <€ 0,001 und mit *, ** oder ***
gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (4 h: n = 10; 8 h: n = 10).
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Im inflammatorischen Synovium von RA-Patienten sind neben den RASF auch die EZ der
chronischen Entziindung und durch die erhéhte Matrixdegradation auch Matrixfragmenten
wie Canstatin ausgesetzt. Da bereits in Kapitel 5.3.2 demonstriert werden konnte, dass die
repetitive Stimulierung von RASF einen signifikanten Einfluss auf die Expression von Genen
hat, die in die GefaBneubildung involviert sind, wurden im nachsten Schritt HUVEC wiederholt
stimuliert und die Interaktion mit den RASF untersucht. Hierfiir wurden die HUVEC zunachst
mit 0,2 pg/ml Canstatin fir 20 h vorstimuliert und anschlieBend im Tube-Formation-
Experiment zusatzlich mit weiteren 0,5 ug/ml Canstatin fiir die Dauer des Tube-Formation-
Experiments stimuliert. Zusatzlich wurden RASF zugegeben und die Tubebildung unter Einfluss
der RASF nach Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin und zusatzlicher Stimulierung der

HUVEC wahrend der Tubebildung mit Canstatin verglichen.

Die wiederholte Stimulierung der HUVEC mit Canstatin wahrend der Tubebildung reduzierte
nach 4 h von 23,0 £ 6,3 um auf 16,9 £+ 4,4 um (p = 0,03) (Abbildung 43, B) und nach 8 h von
15,5+ 1,8 um auf 13,3 + 1,8 um (p = 0,02) (Abbildung 43, C) signifikant die Tubedicke im
Vergleich zu vorstimulierten HUVEC, die kein zusatzliches Canstatin wahrend der Tubebildung
erhielten. Die Zugabe von RASF zu vorstimulierten HUVEC bewirkte ebenfalls eine Reduktion
der Tubedicke auf 17,1 + 3,3 um nach 4 h im Vergleich zu den vorstimulierten HUVEC, die
jedoch nicht signifikant war. Folglich konnte die Zugabe der RASF zu den vorstimulierten
HUVEC die Canstatin-vermittelte signifikante Reduktion der Tubedicke nicht beeinflussen

(Abbildung 43, B). Derselbe Effekt wurde auch nach 8 h beobachtet (Abbildung 43, C).
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Abbildung 43: Einfluss der 20-stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin (Can) auf die
RASF/Endothelzell-Interaktionen. (A) Dargestellt sind reprasentative Fotos der Tubebildung unter
Einfluss der 20-stindigen Vorstimulierung der HUVEC mit 0,2 pg/ml Canstatin (HUVEC); der 20-
stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin und zusatzlicher Zugabe von 0,5 pg/ml Canstatin
im Tube-Formation-Experiment (HUVEC + Can); der 20-stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit
Canstatin und Zugabe der RASF (griin) im Tube-Formation-Experiment (HUVEC + RASF) sowie der 20-
stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin, zuséatzlicher Zugabe von 0,5 pg/ml Canstatin und
Zugabe der RASF im Tube-Formation-Experiment (HUVEC + Can +RASF). Das Tube-Formation-
Experiment wurde fiir 4 h (B) und 8 h (C) durchgefiihrt. Die Tubedicke war nach zusatzlicher
Stimulierung der vorstimulierten HUVEC nach 4 und 8 h signifikant reduziert. Fir die statistischen
Analysen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis angewendet und die Dunn’s-Multiparameter-
Korrektur durchgefiihrt. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p < 0,001
und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (4 h: n = 10; 8 h: n = 10).

5.4.4 Analyse des Canstatin-Effekts auf die RASF/EZ-Interaktionen im 3D Spharoid-basierten
Sprout-Experiment
Nachdem in Kapitel 5.4.3 gezeigt werden konnte, dass die Vorstimulierung der HUVEC mit
Canstatin signifikant die Tubedicke reduzierte, sollte die Wirkung von Canstatin auch im 3D
Spharoid-basierten Sprout-Experiment im Kontext der RASF/EZ-Interaktionen evaluiert
werden. Die HUVEC wurden hierfiir zunachst ohne Zugabe der RASF wahrend der Generierung
der Spharoide mit 0,5 pug/ml Canstatin stimuliert. Die Einbettung der Spharoide erfolgte dann
in eine Kollagenmatrix, die ebenfalls 0,5 pug/ml Canstatin enthielt. Nach der Generierung der
Spharoide nach 0 h sowie nach Aussprossung der Zellen aus den Spharoiden nach 24 h wurden
die Sphéaroide mittels Quantifizierung der Spharoidflache evaluiert (Kapitel 4.2.3). Nach
Generierung der Spharoide nach 0 h reduzierte sich die Flache der Spharoide in Folge der
Canstatin-Stimulierung nicht signifikant von 9.061 + 1.677 pum? auf 3.188 *1.558 um? im

Vergleich zu den unstimulierten HUVEC. Interessanterweise beeinflusste Canstatin die
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Aussprossung der Zellen aus den Spharoiden nach 24 h, da hier die Flache der mit Canstatin
stimulierten Spharoide im Vergleich zu den unstimulierten Spharoiden von
22.812 + 6.149 um? auf 6.476 * 4.335 um? signifikant reduziert war (p = 0,04) (Abbildung 44,
B).
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Abbildung 44: Einfluss von Canstatin auf die GefdaBneubildung im 3D Sphéroid-basierten Sprout-
Experiment. (A) Darstellung der Spharoide in 10-facher VergroRerung: Die unstimulierten HUVEC
formten ein gleichmaRig rundes Spharoid zum Zeitpunkt 0 h (gelber Pfeil). Die unstimulierten HUVEC
sprossen (ber 24 h aus dem Spharoid aus und bildeten dabei Rdhren-dhnliche Strukturen
(orangefarbener Pfeil). Unter Einfluss von Canstatin (Can) waren die Sphéaroide nach ihrer Generierung
zum Zeitpunkt 0 h kleiner im Vergleich zu unstimulierten Sphéaroiden (griiner Pfeil). Unter Einfluss von
Canstatin sprossen nach 24 weniger HUVEC aus dem Spharoid aus (weilRer Pfeil). (B) Dargestellt sind
die Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der Spharoid-Flachen unmittelbar nach Generierung der
Spharoide nach 0 h sowie 24 h nach der Aussprossung. Nach 0 h war die Flache der Spharoide mit
Canstatin (Can) leicht reduziert, wahrend nach 24 h die Flache der Spharoide mit Canstatin im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle signifikant reduziert war. Fiir die statistischen Analysen wurde der H-Test
nach Kruskal und Wallis angewendet und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur durchgefiihrt. Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p < 0,001 und mit *, ** oder ***
gekennzeichnet, ns: nicht signifikant (n=4).

Nachdem im Tube-Formation-Experiment in Kapitel 5.4.3 gezeigt werden konnte, dass die
RASF den Canstatin-vermittelten anti-angiogenen signifikanten Effekt auf die Tubedicke nicht
beeinflussen, sollte im 3D Spharoid-basierten Sprout-Experiment untersucht werden, wie sich
die Zugabe von Canstatin zu den Spharoiden, die neben HUVEC auch RASF enthielten, auf das

Aussprossen der EZ auswirkte. Die Zugabe von Canstatin zu den HUVEC bewirkte eine
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signifikante Reduktion der Spharoidflache (p = 0,01) (Abbildung 45). Derselbe Canstatin-Effekt
konnte auch bei Spharoiden beobachtet werden, die RASF enthielten (p = 0,005) (Abbildung
45). Allerdings konnte kein Unterschied in der Sphéroidflache zwischen HUVEC allein und
HUVEC mit RASF unter Einfluss von Canstatin gezeigt werden (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Einfluss der RASF auf die Stimulierung mit Canstatin im 3D Spharoid-basierten Sprout-
Experiment. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der Sphdroid-Flachen
unmittelbar 24 h nach der Aussprossung. Nach Stimulierung mit Canstatin sprossen nach 24 signifikant
weniger HUVEC unter Einfluss aus dem Spharoid aus. Fiir die statistischen Analysen wurde der One-
Way-ANOVA-Test inkl. der Dunn’s-Multiparameterkorrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus
wurden unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p £0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht
signifikant (n = 4).

5.4.5 ANGPT2-Expression unter Einfluss der RASF/EZ-Interaktionen und Canstatin in vitro

Da demonstriert werden konnte, dass ANGPT2 sowohl im RA-Synovium als auch in den SCID-
Maus-Implantaten verandert exprimiert wurde, sollte im nachsten Schritt herausgefunden
werden, ob Canstatin auf molekularer Ebene einen Einfluss auf die Expression von ANGPT2 im
Kontext der RASF/EZ-Interaktionen hat. Hierfiir wurde ANGPT2 in den Uberstanden und auf
Expressionsebene im Anschluss an die Tube-Formation-Experimente nach 4 und 8 h (Kapitel
5.4.3) gemessen. Allerdings konnten sowohl auf Proteinebene (Abbildung 46, A) als auch auf
Genexpressionsebene keine Anderungen in der ANGPT2-Expression unter Einfluss von

Canstatin im Kontext der RASF/EZ-Interaktionen identifiziert werden (Abbildung 46, B).
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Abbildung 46: Einfluss von Canstatin auf die ANGPT2-Expression im Kontext der RASF/EZ-Interaktionen
im Tube-Formation-Experiment nach 4 und 8 h. (A) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der
Messung der ANGPT2-Sekretion in den Uberstidnden der Tube-Formation-Experimente nach 4 und 8
h. (B) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der Messungen der Ct-Werte von ANGPT2 nach
Durchfiihrung der Tube-Formation-Experimente nach 4 und 8 h abzliglich der Ct-Werte des House-
Keeping-Gens 18S (ACt). Fur die statistischen Analysen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis
durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden
unterteilt in p £ 0,05, p £ 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht
signifikant (4 h: n =6; 8 h: n = 10).

5.4.6 Therapeutischer Effekt von Canstatin bezlglich der RASF-vermittelten verdanderten
Angiogenese im SCID-Maus-Modell der RA
In den in vivo-Experimenten konnte bereits der Verlauf der RASF-vermittelten Entstehung der
Helix-ahnlichen Gefdlle liber einen Zeitraum von 45 Tagen beschrieben sowie der RASF-
spezifische Effekt auf die EZ im Kontext der Gefaneubildung auf funktioneller und
molekularer Ebene demonstriert werden (Kapitel 5.2 und 5.3). Weiterhin konnte in den in
vitro-Experimenten auch gezeigt werden, dass Canstatin signifikant die Gefallneubildung
mittels Reduktion der Tubedicke beeinflusste (Kapitel 5.4.3). Allerdings konnte in den in vitro-
Experimenten nicht eindeutig geklart werden, wie sich Canstatin auf die RASF/EZ-
Interaktionen auswirkt. Aus diesem Grund sollte im weiteren Verlauf der Einfluss von
Canstatin auf die spezifischen RASF-vermittelte Entstehung der Helix-dhnlichen GefdaRe im
SCID-Maus-Modell der RA analysiert werden sollte. Hierbei stand neben der Entstehung der
Helix-ahnlichen GefalRe unter Einfluss von Canstatin auch die RASF-vermittelte Invasion im

Fokus. Wie in Kapitel 4.4.5 beschrieben, wurden in 3 unabhéngigen Experimenten jeweils 18
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SCID-Mausen ipsilateral RASF zusammen mit einem humanen Knorpel in einer Gelatinematrix
und kontralateral humaner Knorpel in einer Gelatinematrix implantiert. Zusatzlich wurden
sowohl die ipsilateralen als auch die kontralateralen Implantate mit 0,5 pug/ml Canstatin
getrankt. Die Implantate wurden nach 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45 Tagen von jeweils 2
Mausen pro Zeitpunkt entnommen, sodass 6 Mause pro Zeitpunkt fir die Auswertung zur
Verfligung standen. Die Implantate wurden auf die Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe hin
untersucht sowie die Invasion der RASF unter Einfluss von Canstatin an Tag 12, 18, 24, 30, 40

und 45 nach der OP analysiert.

5.4.6.1 Canstatin-Effekt auf die Helix-dhnlichen Gefalle

Zunachst wurde die RASF-vermittelte Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe an Tag 3 nach
der OP, dem friihsten Zeitpunkt, untersucht. Interessanterweise waren an Tag 3 in
ipsilateralen Implantaten unter Einfluss von Canstatin im Vergleich zu ipsilateralen
Implantaten, die kein Canstatin enthielten, signifikant weniger Helix-dhnliche Gefalle zu
beobachten (Abbildung 47, A). Unter Einfluss von Canstatin reduzierte sich die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefalRe signifikant von 8,2 + 1,0 auf 2,8 + 0,5 Helix-dhnliche Gefalle (p = 0,03)
(Abbildung 47, A und B). Insgesamt war keine allgemeine Reduktion der GefaBneubildung zu
beobachten. Allerdings war die Anzahl der Helix-ahnlichen GefdaRe nur an den ipsilateralen
Implantaten signifikant reduziert, da die kontralateralen Implantate mit Canstatin keinen
Unterschied in der Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe im Vergleich zu kontralateralen
Implantaten ohne Canstatin zeigten (4,0 £ 1,5 vs. 3,3 + 0,9 Helix-ahnliche GefalRe) (Abbildung
47, B).
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Abbildung 47: Einfluss von Canstatin auf die RASF-induzierten Helix-dhnlichen GefaRe im SCID-Maus-
Modell der RA nach 3 Tagen. (A) Zahlreiche Helix-dhnliche GefalRe waren in ipsilateralen (I) und
kontralateralen (K) Implantaten vorhanden, die kein Canstatin enthielten. Unter Canstatin-Behandlung
war die Anzahl der Helix-dhnliche GefaRe ipsilateral deutlich reduziert (schwarze Pfeile: Helix-dhnliche
GefilRe). (B) Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Anzahl der Helix-
dhnlichen Gefille. Die Helix-dhnlichen GefdRe wurden an Tag 3 nach der OP unter Einfluss mit und
ohne Canstatin quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die Gefdlneubildung in 6 Mausen aus drei
Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Fiir die statistischen Analysen
wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur
angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteiltin p £ 0,05, p £ 0,01 und p £0,001 und mit *, **
oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (n = 3).

Auch nach ungefahr der Halfte des untersuchten Zeitraumes an Tag 24 war ein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der Helix-ahnlichen Gefdlse in den ipsilateralen Implantaten unter
Einfluss von Canstatin zu erkennen. Ipsilaterale Implantate enthielten im Mittel 11,5 + 1,4
Helix-ahnliche Gefadlle, wahrend bei ipsilateralen Implantaten mit Canstatin im Mittel 5,3 £ 2,3
Helix-ahnliche GefaRe identifiziert werden konnten (p = 0,03) (Abbildung 48, A). Die
kontralateralen Implantate zeigten wie auch schon an Tag 3 keinen signifikanten Unterschied
in der Anzahl der Helix-dhnlichen GefalRe unter Einfluss von Canstatin (6,5 + 0,4 vs. 5 + 1,4)
Helix-dhnliche GefdaRe) (Abbildung 48, A). Interessanterweise war an Tag 45 kein signifikanter
Unterschied mehr in der Anzahl der Helix-dhnlichen zwischen den ipsilateralen Implantaten
mit und ohne Canstatin erkennbar (Abbildung 48, B). In den ipsilateralen Implantaten waren
im Mittel 9,5 £ 1,8 Helix-dhnliche GefaRe enthalten, wahrend in ipsilateralen Implantaten mit

Canstatin im Mittel 8,8 + 1,0 Helix-ahnliche Gefalie evaluiert wurden (Abbildung 48, B).
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Abbildung 48: Einfluss von Canstatin auf die RASF-induzierten Helix-dhnlichen GefaRe im SCID-Maus-
Modell der RA in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten nach 24 (A) und 45 Tagen (B).
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Anzahl der Helix-ahnlichen
GefaRe. Die Helix-dhnlichen GefaRe wurden an Tag 24 und 45 nach der OP unter Einfluss mit und ohne
Canstatin (Can) quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefdBneubildung in 6 Mausen aus drei
Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Fiir die statistischen Analysen
wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur
angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p £0,001 und mit *, **
oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (n = 3).

Weiterhin wurde der Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefalRe unter Einfluss von
Canstatin Gber den gesamten Zeitraum von 3 bis 45 Tagen in den ipsilateralen Implantaten
evaluiert und mit dem Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen Gefalde in den ipsilateralen
Implantaten ohne Einfluss von Canstatin anhand der in Kapitel 5.1.1 beschriebenen Phasen 1-
3 verglichen (Abbildung 49). Es konnte gezeigt werden, dass in Phase 1 der Entstehung der
Helix-dhnlichen Gefalle (Tag 3 bis 18) zwischen Tag 3 und 9 weniger Helix-dhnliche Gefalie in
den Implantaten mit Canstatin vorhanden waren im Vergleich zu ipsilateralen Implantaten
ohne Canstatin. Allerdings stieg die Anzahl der Helix-ahnlichen Gefalle unter Einfluss von
Canstatin in Phase 1 stdrker an im Vergleich zu den Implantaten ohne Canstatin (Abbildung
49). An Tag 12 war die Anzahl der Helix-dhnlichen Gefalle in den Implantaten mit und ohne
Canstatin nahezu ausgeglichen (9,0 * 2,1 vs. 9,5 * 1,1 Helix-dhnliche GefilRe).
Interessanterweise kam es ab Tag 12 wahrend der gesamten Phase 2 der Entstehung der Helix-
dhnlichen GefalRe (Tag 18 bis 30) in den Implantaten mit Canstatin zu einem Riickgang der
Helix-dhnlichen GefdRe auf im Mittel 5,0 £ 1,1 Helix-dhnliche Gefal8e und blieb wahrend der

gesamten Phase 1 auf diesem Level. Im Gegensatz dazu stieg die Anzahl der Helix-dhnlichen
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GefaRe in ipsilateralen Implantaten ohne Canstatin wahrend Phase 2 bis Tag 30 auf eine
Anzahl von im Mittel 12,3 £ 1,3 Helix-dhnliche Gefdlle an (Abbildung 49). Wahrend Phase 3
der Entstehung der Helix-dhnlichen Gefalle (Tag 30 — 45) kam es bis Tag 45 schlieRlich wieder
zu einer Zunahme der Helix-ahnlichen GefaRe in den ipsilateralen Implantaten mit Canstatin
auf im Mittel 8,8 + 1,0 Helix-dhnliche Gefalle, wahrend die Anzahl der Helix-dhnlichen Gefalie

in den ipsilateralen Implantaten ohne Canstatin bis Tag 45 abnahm (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Kinetik der RASF-vermittelten Entstehung von Helix-ahnlichen Gefiaen in einem
Zeitraum von 45 Tagen unter Einfluss von Canstatin. Dargestellt ist der Mittelwert (+SEM) der Anzahl
der Helix-dhnlichen GefaRe in ipsilateralen Implantaten mit und ohne Canstatin. Die Helix-dhnlichen
Gefalle wurdenanTag3, 6,9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde
die GefaBneubildung in 6 Mausen aus drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-
Patienten analysiert. o Anzahl der Helix-dhnlichen Gefdlle an ipsilateralen Implantaten, die kein
Canstatin enthielten; m Anzahl der Helix-dhnlichen Gefdl3e an ipsilateralen Implantaten unter Einfluss
von Canstatin.

5.4.6.2 Canstatin-vermittelter Einfluss auf die Invasion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Canstatin signifikant die Entstehung der Helix-
dhnlichen GefaRe in den ipsilateralen Implantaten reduzierte und einen Einfluss auf die in
Kapitel 5.1.1 beschriebene Kinetik der RASF-induzierten Entstehung der Helix-dhnlichen
GefaRe hatte, wurde im nachsten Schritt auch der Canstatin-vermittelte Einfluss auf die
Invasion der RASF in den Knorpel in einem Zeitraum von Tag 12-45 untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die Invasion in ipsilaterale und kontralaterale Knorpel unter Einfluss eine

dhnliche Kinetik zu ipsilateralen und kontralateralen Knorpeln ohne Einfluss von Canstatin
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aufwiesen (Abbildung 50). Die Invasion wurde an Tag 12 initiiert, wobei die Scores bei 0,2 + 0,1
bzw. 0,3 £ 0,1 lagen. Ipsilateral stieg die Invasion bis Tag 24 auf im Mittel 0,9 £ 0,5 an und
nahm bis Tag 45 auf im Mittel 2,4 + 0,1 zu. Kontralateral setzte die Invasion etwas
zeitverzogert und stieg bis Tag 40 auf im Mittel 2,0 £ 0,2 an. An Tag 45 nahm die Invasion in

den kontralateralen Implantaten leicht ab (1,8 £ 0,2) (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Kinetik der Invasion der RASF in den Knorpel im SCID-Maus-Modell der RA in einem
Zeitraum von 12-45 Tagen unter Einfluss von Canstatin. Die Invasion in den Knorpel wurde an Tag 12,
18, 24, 30, 40 und 45 Tage nach der OP unter Einfluss von Canstatin quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde
die Invasion von jeweils 4 Ma&usen (n = 2) evaluiert. Dargestellt ist der Mittelwert inkl.
Standardabweichung der Invasion aus jeweils 4 Mausen (n = 2). Die Invasion wurde ipsilateral und
kontralateral ab Tag 12 initiiert und steigerte sich bis Tag 45, wobei die Steigerung in kontralaterale
Knorpel zeitverzogert erfolgte. o Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel; m Invasion der RASF in
kontralaterale Knorpel, jeweils unter Einfluss von Canstatin.

Im direkten Vergleich der RASF-Invasion in die ipsilateralen Knorpel unter Einfluss von
Canstatin mit der Invasion der RASF in die ipsilateralen Knorpel ohne Einfluss von Canstatin
Uber einen Zeitraum von 12 bis 45 Tage nach der OP konnte demonstriert werden, dass
Canstatin keinen Einfluss auf die Kinetik der RASF-Invasion hatte (Abbildung 51, A). Auch an
Tag 45 zeigten sich keine Unterschiede in der Invasion zwischen Knorpel, die Canstatin

enthielten und Knorpel, die nicht unter Einfluss von Canstatin waren (Abbildung 51, B).
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Abbildung 51: Kinetik der Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel im SCID-Maus-Modell der RA in
einem Zeitraum von 12-45 Tagen mit und ohne Einfluss von Canstatin. Die Invasion in den Knorpel
wurde an Tag 12, 18, 24, 30, 40 und 45 Tage nach der OP mit und ohne Einfluss von Canstatin (Can)
quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die Invasion von jeweils 4 Mausen aus 2 Tierserien evaluiert.
(A) Dargestellt ist der Mittelwert inkl. Standardabweichung der Invasion aus jeweils 4 Mausen (n = 2).
Die Kinetik der Invasion der RASF unter Einfluss von Canstatin war vergleichbar mit der Invasion der
RASF ohne Einfluss von Canstatin. o Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel ohne Canstatin; m
Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel unter Einfluss von Canstatin. (B) Die Invasion der RASF wurde
an Tag 45 nach der OP mit und ohne Canstatin quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die Invasion der RASF
in 6 Mausen aus drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Pro
Maus wurden jeweils 1-2 Knorpel ipsilateral und kontralateral evaluiert. Die statistischen Analysen
wurden mit dem H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-
Korrektur angewendet, n.s.: nicht signifikant (n = 3).

5.4.6.3 Canstatin-vermittelter Einfluss auf Angiopoietin-2 in den SCID-Maus-Implantaten

Da bereits gezeigt werden konnte, dass ANGPT2 in ipsilateralen und kontralateralen
Implantaten unterschiedliche exprimiert wird (Kapitel 5.4.1) und Canstatin einen signifikanten
Einfluss auf die Entstehung der Helix-ahnlichen GefaRe in ipsilateralen Implantaten hat
(Kapitel 5.4.6.1), sollte in diesem Zusammenhang untersucht werden, ob der Canstatin-
vermittelte Effekt in den ipsilateralen Implantaten auch ANGPT2 beeinflusst. Hierflr wurde
von Mausen, denen Canstatin implantiert wurde (Kapitel 4.4.5), serielle Schnitte von
ipsilateralen Implantaten angefertigt und eine ANGPT2- sowie eine CD31-Farbung als
Kontrolle an Tag 3, 6, 9 und 12 durchgefiihrt. Fiir die Evaluation wurde ein quantitativer Score
angewendet, der in Kapitel 4.5.4.2 beschrieben ist. Der direkte Vergleich mit der ANGPT2-
Expression in ipsilateralen Implantaten von Mausen, die kein Canstatin erhielten, zeigte, dass
ANGPT2 unter Einfluss von Canstatin an Tag 3 und 6 starker exprimiert war als in ipsilateralen
Implantaten, die kein Canstatin enthielten (Abbildung 52). An Tag 9 und 12 war die ANGPT2-
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Expression unter beiden Bedingungen nahezu identisch (Abbildung 52). Allerdings wurde bis
zur Fertigstellung der vorliegenden Dissertation lediglich eine Tierserie mit 1-2 Mausen pro
Zeitpunkt evaluiert, sodass abschlielend keine statistische Analyse durchgefiihrt werden

konnte.
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Abbildung 52: Angiopoietin-2 unter Einfluss von Canstatin in ipsilateralen SCID-Maus-Implantaten.
Dargestellt ist die ANGPT2-Expression im SCID-Maus-Modell der RA in einem Zeitraum von 3-12 Tagen
mit und ohne Einfluss von Canstatin. Die ANGPT2-Expression war unter Einfluss von Canstatin an Tag
3 und 6 starker im Vergleich zu Implantaten, die kein Canstatin enthielten. Pro Zeitpunkt wurde die
ANGPT2-Expression in ipsilateralen Implantaten mit und ohne Canstatin von jeweils 1-2 Mausen
evaluiert. Zusatzlich wurde fiir die Evaluation eine CD31-Farbung der EZ durchgefiihrt. Folgender Score
wurde fiir die Quantifizierung der ANGPT2-Expression in den BlutgefdRen angewendet: 0 = ANGPT2-
negativ; 1 = ANGPT2-positiv, CD31-Farbung iberwiegt; 2 = ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal identisch
zu CD31; 3 = ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal Uberwiegt CD31-Farbung. o ANGPT2-Expression in
ipsilateralen Implantaten ohne Canstatin; m ANGPT2-Expression in ipsilateralen Implantaten unter
Einfluss von Canstatin.
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6. DISKUSSION

In der vorliegenden Dissertation konnten die funktionellen sowie molekularen Effekte der
RASF-vermittelten Interaktionen mit den EZ in Bezug auf die RASF-induzierten Helix-ahnlichen
Gefalle im SCID-Maus-Modell der RA charakterisiert werden. Des Weiteren wurden erstmals
Anderungen im Expressionsprofil von wiederholt aktivierten RASF beziiglich der
GefaRneubildung aufgezeigt und Gene identifiziert, die direkt in die pathologische
Gefallneubildung der RA involviert sein konnten. Die vorliegende Dissertation demonstriert
weiterhin einen neuen Therapieansatz zur Auflosung der RASF-induzierten verdnderten
Gefallneubildung im Kontext der RA und riickt mit Canstatin ein bislang wenig bekanntes

Molekdl in den Fokus.

Die Angiogenese stellt bereits in friihen Stadien der RA ein sehr wichtiges Ereignis im Kontext
der pathologischen synovialen Hyperplasie sowie der Bildung eines aggressiven Pannus dar
(MacDonald et al. 2018; Zhang et al. 2017). Durch die Entstehung zahlreicher neuer diffuser
BlutgefaRe mit veranderter Struktur wird der Leukozyteneinstrom in das Synovium erleichtert
und so maligeblich die Aufrechterhaltung des inflammatorischen Milieus mit einhergehender
Destruktion von Knorpel und Knochen beglinstigt (siehe Kapitel 1.4.2). Im chronisch
entziindlichen Milieu des Synoviums von RA-Patienten haben neben den Makrophagen vor
allem chronisch aktivierte RASF durch spezifische Interaktionen mit den EZ einen erheblichen
Einfluss auf die pathologische GefalRneubildung (Chen et al. 2019). Aus diesem Grund lag in
der vorliegenden Dissertation der Fokus auf der Analyse der RASF/EZ-Interaktionen. Hier
stand die Analyse des zeitlichen Verlaufs der Entstehung von Helix-ahnlichen Gefafsen im SCID-
Maus-Modell der RA und dem Zusammenhang mit der RASF-vermittelten Invasion im
Vordergrund. Der Einfluss der RASF auf die EZ sollte zu verschiedenen Zeitpunkten funktionell

sowie molekular in vivo und in vitro untersucht werden.

Ein weiterer wichtiger Punkt war die Analyse der Effekte von Matrixfragmenten auf die
RASF/EZ-Interaktionen. Hierfir wurden Analysen in vitro sowie bezliglich der Matrixfragment-
abhangigen Inhibierung der RASF-vermittelten Entstehung Helix-dhnlicher Gefdalle im SCID-

Maus-Modell der RA untersucht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation liefern Aufschliisse liber die funktionellen und
molekularen Mechanismen der RASF-vermittelten Interaktionen mit den EZ in Bezug auf die

pathologische Gefdneubildung in der RA und identifizieren Ansatzpunkte fir neue
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Therapiestrategien, die die RASF-vermittelte pathologische GefaBneubildung inhibieren und
so erganzend zur anti-entzindlichen Behandlung einen therapeutischen Ansatz zur Hemmung
der veranderten GefaBneubildung im Gelenk bei der RA bieten.

6.1 Kinetik der RASF-vermittelten Entstehung von Helix-dhnlichen Gefaen im SCID-Maus-
Modell der RA

Untersuchungen in dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass die RASF im SCID-Maus-Modell der RA
vom ipsilateralen Implantat Gber das Blutsystem zum kontralateralen Implantat migrierten
und dort bis Tag 45 nach der Implantation sowohl in den ipsilateralen als auch in den
kontralateralen Knorpel invadierten (Lefevre et al. 2009). Gleichzeitig kam es an den
Implantaten zur Entstehung von Helix-dhnliche GefaRen, was auf eine spezifische Interaktion
der RASF mit den EZ schlieRen lasst (Zimmermann 2011). Im ersten Schritt der vorliegenden
Dissertation sollte daher der zeitliche Ablauf der Entstehung der Helix-ahnlichen GefaRe

beschrieben und der Zusammenhang mit der RASF-vermittelten Invasion analysiert werden.

6.1.1 RASF induzieren spezifisch Helix-ahnliche GefdRe im SCID-Maus-Modell der RA uber
einen Zeitraum von 3 bis 45 Tagen
In der vorliegenden Dissertation konnte erstmals der zeitliche Verlauf der Entstehung der
RASF-vermittelten Helix-dhnlichen GefalRe charakterisiert werden. In den in Kapitel 5.1
beschriebenen Ergebnissen konnte demonstriert werden, dass die Helix-dhnlichen GefaRRe von
Tag 3 bis Tag 45 nach der OP in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten auftraten, wobei
in den ipsilateralen Implantaten Gber den gesamten Zeitverlauf mehr Helix-ahnliche GefalRe
vorhanden waren. Basierend auf diesen Ergebnissen liel} sich die Entstehung der Helix-

ahnlichen GefaRe in 3 Phasen einteilen:

e Phase 1 (Tag 3-12 nach der OP): Friihe Phase der RASF-vermittelten Entstehung der
Helix-ahnlichen GefalRe im Kontext der Angiogenese

e Phase 2 (Tag 12-30 nach der OP): Anreicherung der Helix-ahnlichen GefalRe im Kontext
der Arteriogenese

e Phase 3 (Tag 30-45 nach der OP): Reduktion der Anreicherung der Helix-dhnlichen
Gefalle

Wadhrend Phase 1 kam es bereits von Tag 3 bis 18 nach RASF-Implantation zur Entstehung
zahlreicher Helix-dhnlicher GefaRe in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Ein

Ansatzpunkt fiir die Erklarung der Entstehung der Helix-ahnlichen GefalRe war die Analyse der
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Gefalstruktur. In der Literatur lassen sich Hinweise auf das Auftreten von Gefallen mit Helix-
dhnlicher Struktur im Kontext der Wundheilung finden (Rege et al. 2012; Chong et al. 2017).
Diese Assoziation ist deshalb interessant, da Fibroblasten als Wundheilungszellen eine
wichtige Rolle spielen (Kapitel 1.3.1). In der Studie von Chong et al. wurden Mausen an den
Ohren kleine Wunden induziert und die Wundheilung tGber 39 Tage quantifiziert (Chong et al.
2017). Mit dieser Studie von Chong et al. konnte demonstriert werden, dass Helix-dhnliche
GefaRe in Folge der in die Wundheilung involvierte Angiogenese schon nach 3 Tagen in der
Ndhe der Wunde auftraten (Chong et al. 2017). Allerdings wurden in der vorliegenden
Dissertation die Helix-dhnlichen GefaRe nicht in der Nahe der subkutanen Einschnitte in die
Haut, sondern direkt am Implantat identifiziert. Fir die RASF-Implantation wurde eine
subkutane Tasche prapariert, in welche die Implantate geschoben wurden. Aus diesem Grund
waren die subkutanen Einschnitte und die Implantate voneinander raumlich entfernt, sodass
im Gegensatz zur Studie von Chong et al. kein Bezug zwischen Auftreten der Helix-ahnlichen
GefaRe und der Wundheilung hergestellt werden kann. Fiir eine RASF-spezifische Induktion
der Helix-dhnlichen GefdaBe ohne direkten Bezug zur Wundheilung in Folge der
Gewebsverletzung spricht auch, dass nach Implantation ohne RASF keine Helix-ahnlichen

Gefalle identifiziert werden konnten (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Anzahl Helix-dhnlicher GefaRe an Tag 3 (links) und Tag 6 (rechts) nach der OP.
Dargestellt ist der Mittelwert inkl. Standardabweichung der Anzahl der Helix-dhnlichen GefialRe in
ipsilateralen und kontralateralen Implantaten an Tag 3 mit (n = 3) und ohne RASF-Implantation (n = 1).
Nach RASF-Implantation waren mehr Helix-dhnliche Gefdlle vorhanden im Vergleich zur Implantation
ohne RASF.
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In der Literatur lassen sich insbesondere in Bezug auf die pathologische Gefallneubildung
Hinweise dariber finden, dass Gefafe mit Helix-dhnlichen Strukturen auch im Kontext anderer
Erkrankungen auftreten. Ein Beispiel hierfiir sind Erkrankungen der Herzkranzgefiafle und
peripheren Arterien, bei denen es zur Reifung von pathologischen KollateralgefaSen mit Helix-
dhnlicher Struktur kommt (Faber et al. 2014; Nishijima et al. 2015; Ginsberg 2018; Schaper
2009). Beispielsweise in Folge eines arteriellen Verschlusses werden bereits existierende,
schwach durchblutete KollateralgefalRe starker durchblutet und die EZ werden in Folge des
veranderten Drucks durch den erhdhten Blutfluss in den Kollateralen aktiviert. Die Aktivierung
der EZ bewirkt schlieRlich die Reifung der KollateralgefaRe mit einer Helix-ahnlichen Struktur
(Schirmer et al. 2009). Im Gegensatz zu normalen arteriellen GefaRen weisen pathologische
KollateralgefiaRe eine korkenzieherartige gewundene GefaRform auf, die groRe Ahnlichkeiten
mit den Helix-dhnlichen Strukturen der veranderten GefdaBe im RA-Synovium, aber auch mit
den Helix-dhnlichen GefalRen nach der RASF-Implantation ins SCID-Maus-Modell der RA,
zeigen. Vergleicht man die KollateralgefdlSe aus der Literatur mit dem Auftreten der Helix-
dhnlichen Gefalle bereits 3 Tage nach der RASF-Implantation in der vorliegenden Dissertation,
fallt auf, dass Kollateralgefalle in der Literatur erst 6-16 Wochen nach Induktion analysiert
wurden (Zhang et al. 2019; Cai et al. 2004). Dies konnte damit zu begriinden sein, dass die
Entstehung der KollateralgefdBe auf dem Prozess der Arteriogenese basiert und somit
voraussetzt, dass bereits Blutgefalle bestehen missen, die dann in Folge pathologischer
Modifikationen eine Helix-dhnliche Struktur entwickeln. Da es sich bei den Kollateralen von
Zhang et al. wie auch bei den Helix-ahnlichen Gefallen in der vorliegenden Dissertation um
sehr kleine BlutgefaRe aus der Maus mit einem Durchmesser von ca. 30 um handelte, kénnte
moglicherweise die Kinetik der Entstehung der Kollateralen bzw. der Helix-dhnlichen Gefal3e
vergleichbar sein (Zhang et al. 2019). Aus diesem Grund ware zu erwarten gewesen, dass sich
wahrend Phase 1 neue GefalRe im Kontext der Angiogenese an den Implantaten bilden, diese
jedoch erst in Phase 2 oder 3 in Folge von arteriellen Umstrukturierungen Helix-ahnliche
Strukturen ausbilden. Eine Erklarung fir die Ausbildung von Helix-ahnlichen GefaBen bereits
vor bzw. wahrend Phase 1 kdnnte sein, dass RASF ein verandertes Expressionsprofil aufweisen
und Faktoren wie beispielsweise VEGF verstarkt exprimieren (Ospelt et al. 2017). In der
Literatur wurde beschrieben, dass VEGF-A (iberexprimierende Mause zwischen Tag 13,5 und
14,5 der Embryogenese mehr KollateralgefaRe bildeten im Vergleich zu Mausen, die reduziert

VEGF-A exprimierten (Lucitti et al. 2012). Demzufolge kdonnte die verstarkte VEGF-Expression
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der RASF einen positiven Effekt auf die Entstehung der Helix-dhnlichen GefalRe haben und die

Entstehung vielleicht sogar beschleunigen.

Wahrend Phase 2 der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe konnte eine Zunahme der Helix-
dhnlichen GefaRe zwischen Tag 24 und 30 in den ipsilateralen sowie zwischen Tag 12 und 40
in den kontralateralen Implantaten beobachtet werden. Mdglicherweise modifizierten die
aktivierten RASF die wahrend Phase 1 entstandenen GefdaRe weiter zu Kollateralgefal3en,
wodurch es zum verstarkten Anstieg der Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe in Phase 2 kam.
In Phase 3 der Entstehung der Helix-dhnlichen Gefidlle kam es ab Tag 30 in den ipsilateralen
und ab Tag 40 in den kontralateralen Implantaten zu einem Riickgang der Helix-ahnlichen
Gefalle. Der zeitversetzte Anstieg und Riickgang der Helix-dhnlichen Gefal3e lasst sich mit der
zeitversetzten Migration und Invasion der RASF ins kontralaterale Implantat erklaren, da die
RASF zunachst vom ipsilateralen zum kontralateralen Implantat migrieren missen (Lefévre et
al. 2009). Dies konnte bedeuten, dass der RASF-vermittelte Einfluss auf die GefaBneubildung
im kontralateralen Implantat zeitverzogert startet und deshalb langer anhalt. Allerdings
konnte in der vorliegenden Dissertation keine zeitversetzte Invasion der RASF ins
kontralaterale Implantat beobachtet werden (Abbildung 26). An Tag 18 waren sowohl
ipsilateral als auch kontralateral RASF invadiert, wobei die RASF kontralateral starker invadiert
waren. Erst an Tag 45 war erstmalig eine starkere RASF-Invasion in das ipsilaterale Implantat
feststellbar. Dieses Ergebnis war unerwartet, da basierend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
erwartet wurde, dass die kontralaterale RASF-Invasion erst ab Tag 24 sichtbar und die
ipsilaterale RASF-Invasion bis Tag 60 starker ausgepragt ist (Zimmermann 2011). Vergleicht
man die Entstehung der Helix-dhnlichen GefalRen mit der RASF-Invasion in ipsilateralen
Implantaten, fallt auf, dass zwischen Tag 18 und 40 eine dhnliche Kinetik zu beobachten ist,
da in diesem Zeitraum sowohl die Anzahl der Helix-dhnlichen GefdRRe als auch die RASF-
Invasion zunahm. Hier scheint folglich ein Zusammenhang zwischen Entstehung der Helix-
ahnlichen Gefalle und der Invasion zu bestehen. Dieser Zusammenhang zwischen Entstehung
der Helix-ahnlichen GefalRe und RASF-Invasion war allerdings in den kontralateralen
Implantaten nicht erkennbar, da zwischen Tag 18 und 40 die Anzahl der Helix-dhnlichen
GefaRe weniger stark zunahm, die Invasion jedoch starker ausgepragt war im Verglich zu
ipsilateral. Eine Erklarung fir die widerspriichlichen Ergebnisse kdnnte sein, dass auf Grund
der zeitversetzten Migration bis Tag 18 immer noch weniger RASF kontralateral als ipsilateral

vorhanden waren und deshalb trotz gestarteter Invasion weniger Helix-dhnliche GefalRe
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entstanden. Des Weiteren muss berlcksichtigt werden, dass bei Abgabe der vorliegenden
Dissertation die Invasions-Daten auf 2 Tierserien mit unterschiedlichen RASF zweier Patienten
(n = 2) basieren und deshalb abschlieBend keine statistischen Analysen durchgefiihrt werden

konnten.

6.1.2 Die Rolle von ANGPT2 in der RA-vermittelten verdanderten GefdRneubildung

Um herauszufinden, ob die Helix-dahnlichen Gefdfle nicht nur strukturell vergleichbar mit
KollateralgefaRen sind, sondern auch liber dahnliche molekulare Mechanismen entstehen, war
es notwendig, die Helix-dhnlichen GefdlRe auf molekularer Ebene zu analysieren.
Interessanterweise wurde in der Literatur fir die pathologisch-induzierten Kollateralgefalie
ein signifikant verandertes Expressionsprofil demonstriert (Zhang et al. 2019). In der Literatur
zeigen erste Analysen der KollateralgefaRe auf molekularer Ebene, dass KollateralgefdaRe im
Vergleich zu normalen arteriellen Gefdalen unter anderem verstarkt ANGPT2 exprimieren und

somit ein spezifisches Expressionsprofil aufweisen (Zhang et al. 2019).

Mit den SCID-Maus-Experimenten konnte gezeigt werden, dass an Tag 3 bis 12 ANGPT2
ipsilateral und kontralateral nachweisbar war. Dieses Ergebnis demonstriert, dass nach RASF-
Implantation in die SCID-Mause ANGPT2 in den BlutgefalRen an den Implantaten genau wie in
den murinen KollateralgefaBen aus der Studie von Zhang et al. nachgewiesen werden konnte
(Zhang et al. 2019). In der Studie von Zhang et al. wurden murine KollateralgefaRe untersucht,
die ca. 4 Monate gereift waren und das Expressionsprofil der KollateralgefaBe mit dem von
normalen arteriellen GefaRen verglichen (Zhang et al. 2019). In der vorliegenden Dissertation
wurde allerdings die ANGPT2-Expression in maximal 3-12 Tage alten BlutgefaRen analysiert,
was eine erhebliche zeitliche Differenz zur Studie von Zhang et al. in Hinblick auf die
verschiedenen Stadien der BlutgefaRbildung im Rahmen der Arteriogenese darstellt. Die
Entstehung von KollateralgefaBen erfolgt im Kontext der Arteriogenese. Zunachst kommt es
zur Proliferation des Endotheliums, gefolgt von der Mitose der glatten Muskelzellen.
AnschlieBend findet eine Phase der Umstrukturierung statt, indem Gewebe abgebaut wird
und die vaskuladren glatten Muskelzellen Lumen des neuen arteriellen GefaBes bilden (siehe
Kapitel 1.4.1 und 1.4.2) (Rizzi et al. 2017). Um Aufschluss Gber die ANGPT2-Expression in
diesen friihen Stadien der BlutgefaRbildung zu bekommen, standen deshalb in der
vorliegenden Arbeit die frihen Zeitpunkte im Fokus. Es konnte gezeigt werden, dass an Tag 3

und 6 mehr ANGPT2 in den kontralateralen als in den ipsilateralen Implantaten vorhanden
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war. An Tag 9 und 12 war dieser Unterschied nicht mehr messbar. Dieser Effekt konnte mit
der zeitversetzten Kinetik der Entstehung der Helix-dhnlichen Gefalle in ipsilateralen und
kontralateralen Implantaten erklart werden. An Tag 3 waren zwar sowohl ipsilateral als auch
kontralateral Helix-dhnliche GefalRe vorhanden, jedoch wurden kontralateral weniger Helix-
gefalle identifiziert, da dort die Entstehung der Helix-dhnlichen Gefalle moglicherweise auf
Grund der zeitversetzten RASF-Migration spater begann (Lefévre et al. 2009). Dies kdnnte
bedeuten, dass die Prozesse zur arteriellen GefaRneubildung, beispielsweise die Proliferation
des Endotheliums und die Umstrukturierung, kontralateral spater starteten und aus diesem
Grund an Tag 3 und 6 ANGPT2 kontralateral starker als ipsilateral exprimiert wurde. Folglich
scheint ANGPT2 in den unterschiedlichen Phasen der GefaRneubildung unterschiedlich
reguliert zu sein. Fiir diese Hypothese spricht auch, dass an Tag 9 und 12 keine Unterschiede
in der ANGPT2-Expression mehr messbar waren. Dies kdnnte bedeuten, dass sich ab Tag 9 das
durch die zeitversetzte RASF-Migration entstandene Ungleichgewicht angeglichen haben
konnte. In der Literatur sind keine Hinweise auf ANGPT2-Expressionsanalysen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten zu finden, sodass die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation
nicht mit anderen Studien verglichen werden konnen. Allerdings ist von ANGPT2 bekannt,
dass es besonders bei der Destabilisierung von Blutgefdlen von Blutgefallen eine
entscheidende Rolle spielt (Lekas et al. 2012). Die Destabilisierung von Blutgefafien stellt einen
sehr friihen Zeitpunkt bei der GefaBneubildung dar, weshalb sich die in der vorliegenden
Dissertation beobachtete erhohte ANGPT2-Expression an Tag 3 und 6 mit diesem Prozess

erkldren lassen kbnnte.

Weiterhin deuten die in der vorliegenden Dissertation gezeigten Ergebnisse zur ANGPT2-
Expression in den SCID-Maus-Implantaten auch auf eine spezifische Rolle von ANGPT2 in der
RA hin. Um dies zu kldaren, wurde eine ANGPT2-Farbung im humanen Synovium von RA- und
OA-Patienten durchgefiihrt und miteinander verglichen. ANGPT2 war signifikant starker im
RA- als in OA-Synovium exprimiert, was fiir eine Rolle von ANGPT2 in der RA spricht. Dieses
Ergebnis zeigt aber auch, dass ANGPT2 nicht nur in die friihe Phase der GefaBneubildung
involviert ist. Das analysierte Synovialgewebe beider Patientengruppen stammte aus
Kniegelenken, die im Rahmen von Gelenkersatzoperationen entfernt wurden. Das bedeutet,
dass die zahlreichen pathologischen Prozesse, die an der verdnderten GefaRneubildung
beteiligt waren, teilweise seit Jahren bestanden und als langfristige Effekte auf die

GefaRneubildung wirkten. Folglich wéare es moglich, dass ANGPT2 ein Marker fiir die
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Identifikation von langfristigen GefaRveranderungen darstellt. ANGPT2 und VEGF induzieren
synergistisch pro-angiogene und inflammatorische Mechanismen, die Uber den Notch-
Signalweg im entziindeten RA-Gelenk vermittelt werden und so zur verdanderten
Gefallneubildung im RA-Synovium beitragen (Gao et al. 2013). Es ware moglich, dass ein
langfristig bestehender Synergismus zwischen ANGPT2 und VEGF im RA-Gelenk zur
Entstehung von verdanderten Blutgefdallen mit Helix-dahnlicher Struktur beitragt. Allerdings
lassen sich in der Literatur auch zwei Studien finden, die belegen, dass ANGPT2 im Serum von
RA-Patienten hochreguliert war, die eine Assoziation zu kardiovaskularen Erkranken
aufwiesen (Westra et al. 2011; Lépez-Mejias et al. 2013). Demzufolge kann abschlieRend nicht
geklart werden, ob ANGPT2 ein spezifischer Marker fir die GefaRveranderungen bei der RA

ist.

6.2 Funktioneller Einfluss der RASF auf die Endothelzellen beziglich der Geféllneubildung
in vitro
Nach der Analyse der RASF/EZ-Interaktionen im SCID-Maus-Modell der RA wurde im nachsten
Schritt die RASF/EZ-Interaktionen funktionell im Tube-Formation-Experiment in vitro
untersucht. In den in Kapitel 5.2 dargestellten Ergebnissen konnte im Tube-Formation-
Experiment gezeigt werden, dass die RASF die GefaRneubildung in vitro auch kurzfristig bereits
nach 4 bzw. 8 h beeinflussten, da nach Zugabe der RASF zu den HUVEC die Tubedicke
signifikant reduziert war. Interessant hierbei war, dass keine RASF auRerhalb des
Zellnetzwerkes zu finden waren und die RASF scheinbar an der Ausbildung der Tubes beteiligt

waren, indem sie sich an die HUVEC anlagerten.

Diese Beobachtungen stimmen mit einer Studie von Yamaguchi et al. lberein, die zeigen
konnte, dass VEGF-aktivierte RASF VE-Cadherin hochregulieren und Tube-dhnliche Strukturen
ausbilden (Yamaguchi et al. 2019). VE-Cadherin wird unter nicht-pathologischen Bedingungen
von den EZ wahrend der GefdaBneubildung exprimiert und ist in die Regulierung der vaskularen
Permeabilitat involviert. Allerdings zeigt eine Studie, dass die VE-Cadherin-Expression von
nicht-endothelialen Zellen unter pathologischen Bedingungen zur Ausbildung von GefdRen in
malignen Tumoren beitragt (Seftor et al. 2012). Hier kdnnte ein direkter Zusammenhang mit
der RA bestehen, da RASF dhnliche Eigenschaften aufweisen, wie ein erhohtes Potenzial zur
Migration und Invasion, was auch charakteristisch fiir die Tumorbildung ist (Bottini und

Firestein 2013). Da in dem Medium, das fir die Tube-Formation-Experimente der
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vorliegenden Arbeit verwendet wurde, VEGF enthalten war, konnte dies dazu gefiihrt haben,
dass die RASF VE-Cadherin hochregulierten und so bei der Ausbildung des Zellnetzwerkes
beteiligt waren. Allerdings war die Ausbildung des Zellnetzwerkes durch Zugabe der RASF
verandert, indem signifikant die Tubedicke reduziert war. VE-Cadherin kdnnte bei der RASF-
vermittelten Reduktion der Tubedicke im Tube-Formation-Experiment somit ebenfalls eine
wesentliche Rolle spielen. RASF exprimieren auch in Kultur ohne zusatzliche Stimulierung
verstarkt Wachstumsfaktoren und pro-inflammatorische Zytokine wie bFGF und IL-6 (Bartok
und Firestein 2010). In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass bFGF und IL-6
signifikant die Expression von VE-Cadherin in HUVEC reduzieren (Wu et al. 2008; Kayakabe et
al. 2012). Dieser Prozess bewirkt, dass die Zell-Zell-Interaktionen zwischen den EZ gestort wird
und sich die Zellverbindungen vermutlich durch Internalisierung von VE-Cadherin auflésen
(Kayakabe et al. 2012). Aus diesem Grund kdnnte postuliert werden, dass die RASF-vermittelte
Sekretion von bFGF und IL-6 im Tube-Formation-Experiment die VE-Cadherin-Expression der
HUVEC reduzierte und es folglich zur Reduktion der Tubedicke kam, da sich die
Zellverbindungen unter Einfluss der RASF zwischen den HUVEC auflésten. Um diese Hypothese
abschlieRend zu klaren, ware allerdings ein Nachweis fir die RASF-vermittelte Reduktion von
VE-Cadherin im Tube-Formation-Experiment, beispielsweise iber Analyse der VE-Cadherin-

Genexpression oder Immunzytochemie, notwendig.

Auch im Synovium von RA-Patienten kommt es bedingt durch die chronischen
Entziindungsprozesse zu einem Anstieg der VEGF-Konzentration, wodurch die
GefaRneubildung angeregt wird. Dieser Anstieg der VEGF-Konzentration kdnnte auch im
humanen Synovium dazu fihren, dass die RASF VE-Cadherin hochregulieren und so nicht nur
indirekt tber die Sekretion von pro-inflammatorischer und pro-angiogener Molekiile die
GefaRneubildung beeinflussen, sondern auch funktionell Uber direkte VE-Cadherin-
vermittelte Interaktion mit den EZ aktiv an der GefdaBneubildung beteiligt sind und diese
verandern. Die direkte Interaktion der RASF mit den EZ im Kontext der GefaBneubildung im
SCID-Maus-Modell der RA konnte bereits in vorherigen Studien dieser Arbeitsgruppe gezeigt
werden. Das Milieu innerhalb der BlutgefaBe induzierte CD15s in den RASF, wodurch es ihnen
moglich war, Gber E-Selektin an die EZ zu binden und dariber, dhnlich wie Leukozyten, das
Gefallsystem zu verlassen (Zimmermann-Geller et al. 2019). Folglich lasst sich basierend auf
den in vitro-Ergebnissen zur RASF-vermittelten Reduktion der Tubedicke die Hypothese

aufstellen, dass die RASF durch die Interaktion mit den EZ die GefaRstruktur verdandern, indem
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moglicherweise Uiber die Internalisierung von VE-Cadherin die Dicke der GefaRwand reduziert
wird, was zur Ausbildung von pathologischen GefaBen mit Helix-ahnlichen GefalRen beitragen

kénnte.

Der RASF-vermittelte Einfluss auf die GefdaBneubildung konnte auch im 3D Spharoid-basierten
Sprout-Experiment demonstriert werden (Kapitel 5.2.2). Nach Zugabe der RASF zu den HUVEC
sprossen signifikant mehr HUVEC aus dem Spharoid im Vergleich zu Spharoiden, die keine
RASF enthielten. Eine mogliche Erklarung dafiir kénnte auch hier sein, dass RASF verstarkt pro-
angiogene Faktoren wie VEGF exprimieren (Smolen et al. 2016; Kim et al. 2020). Als pro-
angiogener Faktor stimuliert VEGF die Proliferation und Migration von EZ, sodass die RASF-
vermittelte VEGF-Sekretion das verstarkte Ausspriefen der HUVEC bewirkt haben kénnte.
Ubertragt man diesen Effekt auf die im SCID-Maus-Modell beobachteten RASF-vermittelte
Veranderungen in der Angiogenese, konnte dies ein Hinweis daflir sein, warum bereits nach
3 Tagen Helix-dhnliche Gefdlle auftraten. Die RASF-vermittelte verstarkte VEGF-Sekretion
konnte hier dazu beigetragen haben, dass die Prozesse der GefalRneubildung beschleunigt
wurden. Diese Hypothese setzt jedoch voraus, dass die RASF auch ohne direkten Zellkontakt
die EZ und somit die GefaBneubildung beeinflussen kdnnen. In weiteren Analysen der
Arbeitsgruppe wurde in dem Tube-Formation-Experiment statt der RASF konditioniertes
Medium von RASF verwendet. Nach 4-stiindiger Inkubation war ein Ausdiinnen des
Zellnetzwerkes feststellbar wie auch nach der Zugabe der RASF (Daten nicht gezeigt). Dieses
Ergebnis zeigt, dass die von den RASF sezernierten Faktoren das Zellnetzwerk veranderten und

der direkte Zellkontakt nicht notwendig ist.

6.3 Regulierung der Gefalregulatoren ANGPT2, VEGF, EFNB2 und eNOS unter Einfluss der
RASF im Tube-Formation-Experiment

Nachdem in den SCID-Maus-Implantaten und im humanen RA-Synovium eine veranderte
ANGPT2-Expression nachgewiesen werden konnte (Kapitel 5.1.3), wurde im nachsten Schritt
untersucht, ob der Einfluss der RASF auf die EZ auch in kurzfristigen in vitro-Experimenten
anhand verdnderter Expression von GefdRregulatoren nachweisbar ist. Hierfir wurden im
Anschluss an die Tube-Formation-Experimente nach 4 bzw. 8 h die Uberstinde gesammelt
sowie die RNA aus den Tubes extrahiert und ANGPT2, aber auch andere GefdlRregulatoren wie

VEGF, EFNB2 und eNOS untersucht.
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6.3.1 Keine RASF-vermittelte Anderung in der Expression von VEGF-, EFNB2 und eNOS im
Tube-Formation-Experiment
Die Messung der ANGPT2-Konzentration in den Uberstinden der Tube-Formation-
Experimente nach 4 bzw. 8 h ergab, dass sich die ANGPT2-Sekretion unter Einfluss der RASF
nicht anderte (Kapitel 5.3.1). Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, sezernieren RASF pro-
inflammatorische Faktoren wie bFGF und VEGF (Smolen et al. 2016). VEGF und bFGF
induzieren alleine, aber vor allem verstarkt in Kombination, eine bis zu 4-fach erhohte
ANGPT2-Expression in EZ (Mandriota und Pepper 1998). Demzufolge ware auch eine erhohte
ANGPT2-Expression im Tube-Formation-Experiment nach Zugabe der RASF zu erwarten
gewesen. Allerdings wurden die EZ in der Arbeit von Mandriota und Pepper mit VEGF und
bFGF, allein oder in Kombination, Gber 15 h stimuliert (Mandriota und Pepper 1998), wahrend
in der vorliegenden Dissertation die ANGPT2-Expression in vitro nach 4 bzw. 8 h analysiert
wurden. Weiterhin konnte in der vorliegenden Dissertation in den SCID-Maus-Implantaten
und im humanen RA-Synovium eine Anderung in der ANGPT2-Expression gezeigt werden
(Kapitel 5.1.3), was auch auf molekularer Ebene auf eine Ahnlichkeit der Helix-dhnlichen
Gefalle mit den KollateralgefaRen schlieBen lasst. Dies konnte jedoch in den kurzzeitigen in
vitro-Experimenten nicht beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung konnte der Analyse-
Zeitraum sein. Zhang et al. stellte eine erhohte ANGPT2-Expression in reifen KollateralgefalRen
nach einer Entwicklungszeit von 3-4 Monaten in Mausen fest (Zhang et al. 2019). In der
vorliegenden Dissertation wurde die ANGPT2-Expression bereits nach 4 bzw. 8 h gemessen.
Dies kdnnte bedeuten, dass eine Anderung der ANGPT2-Expression méglicherweise noch
nicht nach 4 bzw. 8 h feststellbar ist und somit nicht als Marker geeignet ist, um RASF-
vermittelte pathologische GefaRveranderungen nach kurzfristigen Zeitpunkten tber wenige
Stunden zu identifizieren. Mit Hilfe des Tube-Formation-Experiments kann zwar die Lumen-
und Tubebildung simuliert werden, wichtige Prozesse wie die GefaRreifung sowie
- umstrukturierung in Folge der arteriellen KollateralgefaRRreifung kénnen jedoch nicht
abgebildet werden. Da aus der Literatur bekannt ist, dass ANGPT2 in diese Prozesse involviert
ist (Gale et al. 2002; Lekas et al. 2012), kann moglicherweise mit dem Tube-Formation-
Experiment keine RASF-vermittelte Anderung von ANGPT2 im Kontext der GefaRneubildung

identifiziert werden.

Die Analyse der VEGF-Sekretion im Tube-Formation-Experiment nach 4 bzw. 8 h unter Einfluss

der RASF zeigte wie ANGPT2 keine RASF-vermittelten Anderungen. Dies steht im Widerspruch
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zu den aus der Literatur bekannten Daten. So ist die VEGF-Expression im Serum und in der
Synovialfliissigkeit von RA-Patienten in einigen Studien deutlich erhoht und stellt einen
entscheidenden Faktor in der Pathogenese der RA dar (Lee et al. 2001; Yoo et al. 2008). An
der erh6hten VEGF-Expression im pathologischen Milieu im Synovium von RA-Patienten sind
maRgeblich RASF beteiligt, die verstarkt pro-angiogene Faktoren wie VEGF sezernieren und so
die Bildung neuer BlutgefaRe fordern (Kim et al. 2020; Smolen et al. 2016). Somit ware zu
erwarten gewesen, dass die VEGF-Expression unter Einfluss der RASF im Tube-Formation-
Experiment erhéht worden ware. In der Studie von Kim et al. wurde eine verstarkte VEGF-
Sekretion im Serum von 157 RA-Patienten festgestellt, von denen 103 Patienten eine
moderate oder hohe Krankheitsaktivitdt zeigten (Kim et al. 2020). Dies bedeutet, dass
zahlreiche inflammatorische Prozesse schon Uber einen langen Zeitraum bestehen. Im
Gegensatz dazu wurde jedoch in der vorliegenden Dissertation die VEGF-Sekretion nur Gber
einen 4- bzw. 8-stiindigen Zeitraum evaluiert. Da in den Co-Kultur-Experimenten der
vorliegenden Dissertation 15% RASF eingesetzt wurden, waren pro Well weniger als 2000
RASF vorhanden, was moglicherweise in Kombination mit den kurzzeitigen Inkubationszeiten
nicht ausreichend war, um RASF-vermittelte Anderungen in der VEGF-Sekretion zu erfassen.
Weitere Probleme bei der Messung der VEGF-Sekretion in der vorliegenden Dissertation
waren auch, dass in dem fiir das Tube-Formation-Experiment verwendete Medium ebenfalls
VEGF vorhanden war, um die HUVEC zur Tube-Bildung anzuregen und das experimentelle
Format zudem sehr klein war, sodass nur kleine Volumina mit ungiinstigem Zell/Volumen-
Verhaltnis aufgrund des Kammeraufbaus fir die Messungen zur Verfiigung standen. Um diese
Problematiken zu umgehen, ware eine Messung der VEGF-Expression in Zelllysaten notwendig
gewesen. Allerdings ergab bereits die RNA-Sequenzierungsanalyse der repetitiv aktivierten
RASF (Kapitel 5.3.2), dass weder Gene des VEGF-Signalweges (Abbildung 37) noch die VEGF-
Expression (Daten nicht gezeigt) von der repetitiven Aktivierung der RASF beeinflusst wurden.
Demzufolge ware es moglich, dass es zusatzlich einen VEGF-unabhangigen Prozess im Kontext
der RASF-vermittelten veranderten GefdaRneubildung geben kdnnte und aus diesem Grund
keine verdanderte VEGF-Sekretion im Tube-Formation-Experiment unter Einfluss der RASF

festgestellt werden konnte.

Auch EFNB2 und eNOS zeigten keine veranderte Expression auf Gen- und Proteinebene unter
Einfluss der RASF nach 4 bzw. 8 h. Die Studie von Zhang et al. konnte beziiglich der

Charakterisierung der KollateralgefdBe zeigen, dass EFNB2 und eNOS verstarkt in den
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KollateralgefalRen im Vergleich zu gesunden Arterien exprimiert wird (Zhang et al. 2019).
Allerdings wurde dieser Unterschied nach Reifung von murinen Kollateralgefdafle nach 3-4
Monaten festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Dissertation im Tube-
Formation-Experiment bereits nach 4 bzw. 8 h die Konzentrationen von EFNB2 und eNOS
gemessen, was eine erhebliche zeitliche Differenz darstellt. Mdéglicherweise war dieser
Zeitraum zu kurz gewihlt, um RASF-vermittelte Anderungen der EFNB2- und eNOS-Expression
identifizieren zu kénnen. In Bezug auf EFNB2 wurde in der Studie von Zhang et al. zwar eine
erhohte EFNB2-Expression in den KollateralgefaRen festgestellt, allerdings war der
Unterschied knapp nicht signifikant, sodass noch nicht vollstandig geklart ist, ob und welche
Rolle EFNB2 in der Entstehung von Kollateralgefalen und somit auch bei Helix-dhnlichen
GefaRen spielt (Zhang et al. 2019). Aus der Literatur ist auch bekannt, dass EFNB2 im Kontext
der GefaRneubildung verstarkt in den Spitzen-Zellen exprimiert wird (Pitulescu und Adams
2010). Folglich exprimieren im Verhaltnis zu den Stiel-Zellen nur sehr wenig EZ bei der
GefaRneubildung EFNB2, sodass ein Unterschied in der Expression nur sehr schwer
guantifiziert werden kann, insbesondere nach einem kurzen Zeitraum wie 4 bzw. 8 h. Um
dennoch einen Eindruck tber die EFNB2-Expression unter Einfluss der RASF zu bekommen,
wurde die EFNB2-Expression auch auf Proteinebene untersucht und eine
immunzytometrische EFNB2-Farbung der Tube-Bildung nach 4 bzw. 8 h durchgefiihrt. Auch
hier konnte keine Anderung der EFNB2-Expression festgestellt werden, sodass
geschlussfolgert werden kann, dass die in der vorliegenden Dissertation verwendeten
kurzfristigen Zeitpunkte von 4 und 8 h noch zu keiner RASF-vermittelten EFNB2-Expression
flihrten und fur weitere Analysen langere Zeitpunkte gewahlt werden missten. Ob EFNB2 eine
spezifische Rolle bei der RASF-induzierten veranderten GefaRneubildung spielt, z.B. in den
genannten Spitzen-Zellen bei der GefaBneubildung, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht
abschlieRend geklart werden. In Bezug auf eNOS gibt es abgesehen von der Studie von Zhang
et al. in der Literatur weitere Hinweise dafiir, dass eNOS spezifisch bei der Entstehung der
KollateralgefalRe hochreguliert wird. Die Studie von Cai et al. beschreibt eine Uber 6-fache
Hochregulierung von eNOS im Endothelium wachsender KollateralgefalRen im Vergleich zu
normalen arteriellen Gefallen. Interessanterweise war diese Hochregulierung nach Reifung
der Kollateralgefdlle wieder aufgehoben. Die eNOS-Expression wurde 6-8 Wochen nach
Auslosen eines arteriellen Verschlusses in Hundeherzen gemessen (Cai et al. 2004). Diese

Daten postulieren, dass eNOS auch in den Helix-dhnlichen GefaRen verstarkt reguliert werden
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miusste, insbesondere wahrend der ersten Phase der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe.
Allerdings wurde die eNOS-Expression in der vorliegenden Dissertation nur in den in vitro-
Experimenten zur GefaRneubildung nach 4 und 8 h analysiert, wahrend die Studie von Zhang
et al. und Cai et al. erst eine verstarkte eNOS-Expression in 6-16 Wochen gereiften
KollateralgefdaBen gemessen haben (Zhang et al. 2019; Cai et al. 2004) Die kurzfristen
Zeitpunkte reichen entsprechend wie bei EFNB2 vermutlich nicht aus, um eine Aussage Uber
einen Einfluss der RASF auf die eNOS-Expression zu treffen. Aufschluss kdnnte hier eine

immunhistochemische eNOS-Farbung der GefaRRe in den SCID-Maus-Implantaten geben.

6.4 Gewdhnung der RASF an die repetitive Aktivierung

Zur Klarung der Frage, welchen Einfluss entziindliche Schiibe auf die RASF insbesondere im
Kontext der Aktivierbarkeit und der GefaRneubildung haben, wurde in der vorliegenden
Dissertation ein Stimulierungsschema etabliert, bei dem gezeigt werden konnte, dass RASF in
Folge wiederholter Aktivierung mit IL-1p signifikant weniger IL-6 sezernieren im Vergleich zu
einmalig aktivierten RASF. Dieser Effekt wurde als ,Gewodhnung” der RASF an den pro-
inflammatorischen Stimulus bezeichnet. In der Literatur lassen sich einige Studien finden, die
einen dhnlichen Effekt, beispielsweise bei Makrophagen, zeigen, die eine Toleranz gegeniber
Lipopolysaccarid (LPS)-induzierte TLR-Immunantwort entwickeln und nach wiederholter
Aktivierung mit LPS weniger pro-inflammatorische Gene exprimieren. Die LPS-Toleranz beruht
auf Anderungen in der Signalweiterleitung sowie epigenetischen Modifikationen, welche die
Induktion pro-inflammatorischer Genen unterdriicken (Biswas und Lopez-Collazo 2009; Seeley

und Ghosh 2013; Foster et al. 2007; Foster und Medzhitov 2009).

Allerdings beschreiben die Studien von Frisci¢ et al. und Crowley et al., dass synoviale
Fibroblasten nach zweimaliger Stimulierung mit TNFa signifikant mehr IL-6 im Vergleich zu
einmalig stimulierten synovialen Fibroblasten sezernieren und somit kein Gewdhnungseffekt
eintritt (Frisc¢i¢ et al. 2021; Crowley et al. 2017). Diese Beobachtungen stehen im Widerspruch
zu den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation, da hier bereits nach der zweimaligen
Stimulierung der RASF eine Reduktion der IL-6-Sekretion erkennbar war. Ein Ansatzpunkt fir
die widersprichlichen Ergebnisse kdnnten die verwendeten Stimulierungsschemata sein. In
den Studien von Fris¢i¢ et al. und Crowley et al. wurden die synovialen Fibroblasten fiir 24 h
mit TNFa stimuliert, anschlieRend erhielten die synovialen Fibroblasten eine Erholungsphase

von 24 h ohne Stimulierung, bevor sie ein zweites Mal mit TNFa stimuliert wurden (Crowley
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et al. 2017; Frisci¢ et al. 2021). Im Gegensatz dazu steht das fiir die vorliegende Dissertation
etablierte Stimulierungsschema, bei dem die RASF dreimal fiir jeweils 16 h mit IL-1B stimuliert
wurden und dazwischen jeweils eine Erholungszeit von 8 h erhielten (Kapitel 4.2.4). Um die
Frage nach dem Einfluss des Stimulierungsschemas zu beantworten, wurde in der
vorliegenden Dissertation ein Ansatz mit dreimaliger TNFa-Stimulierung der RASF nach dem
Stimulierungsschema der vorliegenden Dissertation durchgefiihrt (siehe Anhang: Abbildung
54). Es konnte gezeigt werden, dass die wiederholte Stimulierung der RASF mit TNFa nach der
dreimaligen Stimulierung eine leichte Steigerung der IL-6-Sekretion im Vergleich zur ersten
Stimulierung zeigte. Ein Gewohnungseffekt an die wiederholte TNFa-Stimulierung mit einer
reduzierten IL-6-Induktion konnte hingegen fir TNFa nicht festgestellt werden. Dies bedeutet
zum einen, dass sowohl das Stimulierungsschema als auch das fir die Stimulierung
verwendete Zytokin einen Einfluss auf die Reaktion der RASF in Folge der wiederholten
Stimulierung haben kénnte. Da im Gegensatz zu der repetitiven Stimulierung mit IL-1B kein
TNFa-vermittelter Gewdhnungseffekt mit dem Stimulierungsschema der vorliegenden
Dissertation beobachtet werden konnte, wird postuliert, dass der beschriebene IL-6-
Gewohnungseffekt in Folge der wiederholten Aktivierung mit IL-1B spezifisch Giber die IL-1B-
vermittelte Signalweiterleitung reguliert wird. Diese Hypothese wird auch von den Daten
bestatigt, die im Rahmen des Projektes der vorliegenden Dissertation betreuten
medizinischen Doktorarbeit generiert wurden. Im Rahmen der medizinischen Doktorarbeit
konnte funktionell im Tube-Formation-Experiment gezeigt werden, dass nach Zugabe von
einmalig stimulierten RASF zu den HUVEC die Flache des Zellnetzwerkes im Vergleich zu
unstimulierten RASF signifikant reduziert war und dieser Effekt nach Zugabe von dreimalig
stimulierten RASF vollstandig aufgehoben wurde (Abstract: Heck et al. 2023). Dies
demonstrierte erstmalig, dass die wiederholte Aktivierung der RASF auch einen signifikanten

Einfluss auf die funktionellen Interaktionen mit den EZ im Kontext der GefaRneubildung hat.

6.4.1 RASF veranderten ihr Expressionsprofil in Folge wiederholter Aktivierung

Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung von wiederholt aktivierten RASF ergaben, dass die
wiederholte Aktivierung nicht nur Einfluss auf Protein-, sondern auch auf
Genexpressionsebene hatte. Es konnte gezeigt werden, dass nach wiederholter Aktivierung
der RASF Gene von Signalwegen differenziell exprimiert waren, die beispielsweise mit

Autoimmunerkrankungen, vaskularen Erkrankungen, aber auch Erkrankungen, die das
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Immunsystem betreffen, assoziiert waren (Kapitel 5.3.2). Interessanterweise ergab die
weitere Analyse, dass in Folge der wiederholten RASF-Aktivierung zwar Gene des TNF-
Signalwegs signifikant unterschiedlich reguliert waren, es jedoch keine signifikanten
Unterschiede im NF-kB-assoziierten Signalweg gab. Dieses Ergebnis war iberraschend, da NF-
kB Uber eine negative Riickkopplungsschleife mit dessen Inhibitor IkBa pro-inflammatorischen
Stimuli entgegen wirkt und anti-inflammatorische Mechanismen auslost, um die Entziindung
zu regulieren (van Loo und Beyaert 2011). Pro-inflammatorische Stimuli bewirken den Abbau
von IkBa, wodurch NF-kB frei in den Zellkern wandert und die Transkription pro-
inflammatorischer Mediatorgene férdern kann. Weiterhin transkribiert NF-kB auch das Gen
NF-kB-Inhibitor-a, welches fir IkBa kodiert und NF-kB wieder aus dem Zellkern transportiert.
Somit wird NF-kB inaktiviert und dem pro-inflammatorischen Stimulus entgegengewirkt (van
Loo und Beyaert 2011; Ruland 2011). In der Studie von Crowley et al. wurde NF-kB als
moglicher Regulator identifiziert, der eine Rolle bei dem Priming von RASF in Folge
wiederholter TNFa-Aktivierung spielen konnte (Crowley et al. 2017). Dies konnte mit den
Studien der vorliegenden Dissertation nicht beobachtet werden. NF-kB scheint bei der
veranderten Genexpression in Folge wiederholter IL-1B-Aktivierung keine Rolle zu spielen.
Stattdessen scheint die Genexpression nach wiederholter IL-1B-Aktivierung vor allem Uber
signifikant veranderte Gene des MAPK-Signalwegs verandert zu werden. Interessanterweise
zeigte die RNA-Sequenzierungsanalyse der Signalwege auch, dass es keine signifikanten
Anderungen in der Genexpression gab, die mit dem VEGF-Signalweg assoziiert sind. Dies
bestatigen auch die Ergebnisse aus Kapitel 5.3.1, die zeigten, dass die VEGF-Sekretion der
HUVEC unter Einfluss der RASF nicht verandert war. Folglich kann postuliert werden, dass
VEGF nicht in Folge wiederholter RASF-Aktivierung verandert wird und bei der pathologischen
GefaRneubildung im Kontext der RA auch VEGF-unabhdngige Prozesse eine Rolle spielen

mussen.

Zur Analyse der Auswirkung der verdanderten Signalweiterleitung auf die Genexpression wurde
eine Subgruppenanalyse der Top 50 DEG durchgefiihrt (Kapitel 5.3.2.3). Die Subgruppen-
Analyse ergab, dass alle Top 50 DEG jeweils einer von drei Gruppen mit unterschiedlichem
Expressionsprofil zugeordnet werden konnten (Abbildung 38). Gene der Gruppe 1 wiesen eine
signifikante Induktion nach einmaliger Stimulierung der RASF sowie eine signifikant
verringerte Induktion nach dreimaliger Stimulierung der RASF auf, was als Gewohnung

definiert wurde. Gene der Gruppe 2 und 3 zeigten keine Expressionsunterschiede zur Kontrolle
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und keine veranderte Expression in Folge der Stimulierung. Interessanterweise gab es in den
Top 50 DEG keine Gene, die ein Expressionsprofil mit einer signifikant gesteigerten Induktion
nach dreimaliger im Vergleich zur einmaligen Stimulierung aufwiesen. Basierend auf den
Ergebnissen der Studien von Frisc¢i¢ et al. und Crowley et al., die eine Steigerung der IL-6-
Sekretion in Folge zweimaliger Stimulierung der RASF mit TNFa flr jeweils 24 h zeigen konnten
(Frisci¢ et al. 2021; Crowley et al. 2017), ware zu erwarten gewesen, dass eine dhnliche Kinetik
auch bei Genen der Top 50 DEG der vorliegenden Dissertation auftritt. Moglicherweise ist die
Analyse begrenzt auf die Top 50 DEG nicht ausreichend, um alle Expressionsprofile erfassen
zu konnen. Somit musste die Analyse beispielsweise auf die Top 100 DEG ausgeweitet werden,
um abschliefend beurteilen zu kdnnen, ob Expressionskinetiken vergleichbar zur Studie von
Fris¢i¢ et al. und Crowley et al. vorhanden sind. Dies war jedoch nicht Ziel der vorliegenden
Arbeit. Des Weiteren spielt auch hier, wie in Kapitel 6.4 beschrieben, die Diskussion zum
verwendeten Zytokin sowie des Stimulierungsschemas eine Rolle. Beides kénnte dazu
beitragen, dass eine wiederholte IL-1B-Aktivierung der RASF zu einer signifikant verringerten
Induktion der Genexpression nach dreimaliger Stimulierung fiihrt, die in anderen Studien in

dieser Form nicht beobachtet wurde.

In der vorliegenden Dissertation lag der der Fokus auf Genen, die der Subgruppe mit dem
Expressionsprofil der Gewohnung zugeordnet werden konnten. Dazu gehéren die finf Gene
STC1, BMP6, CXCL2, IL-11 sowie ELOVL7. Hier war insbesondere der Bezug zur
GefaRneubildung von Interesse, da Gene identifiziert werden sollten, die einen Einfluss auf
die pathologische GefaRneubildung in der RA haben. Die Literaturrecherche ergab, dass STC1
und BMP6 Uber VEGF die GefdRneubildung regulieren (Law und Wong 2013; Pulkkinen et al.
2021). Da jedoch die Daten der RASF/EZ-Interaktionen und der RNA-Sequenzierung von
repetitiv aktivierten RASF darauf schlieRen lassen, dass auch VEGF-unabhdngige Prozesse bei
der Entstehung der Helix-dhnlichen Gefilie eine Rolle zu spielen scheinen, wurden STC1 und
BMP6 nicht weiter analysiert. ELOVL7 wurde ebenfalls von den weiteren Analysen
ausgeschlossen, da in der Literatur keine Hinweise zu finden waren, dass ELOVL7 in den

Prozess der GefaRneubildung involviert ist.

Interessanterweise wurde in der Literatur fur IL-11 und CXCL2 ein direkter Einfluss auf die EZ
und somit auf die GefalRneubildung beschrieben. IL-11 gehort zur IL-6-Familie der Zytokine

und wird von verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten, Osteoblasten, EZ und Epithelzellen
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sezerniert. IL-11 aktiviert den JAK/STAT und Pi3K/AKT/mTORC1 Signalwege (Du und Williams
1997). In Bezug auf die GefaBneubildung und die RA konnte eine Publikation gefunden, die
auf eine duale Rolle von IL-11 in der Pathogenese von RA hindeutet. IL-11 verstarkte die
Infiltration sowohl synovialer Fibroblasten als auch der Blutgefdae ins hyperplastische RA-
Synovium, indem IL-11 direkt an dessen endothelialen Rezeptor IL-11Ra bindet (Elshabrawy
et al. 2018). CXCL2 gehort zur Familie der CXC-Chemokine und wird ebenfalls von
verschiedenen Zelltypen wie EZ, T-Lymphozyten und Mastzellen exprimiert. CXCL2 kann tber
dessen Rezeptor CXCR2 direkt mit den EZ interagieren und somit die GefalRneubildung VEGF-
unabhéangig beeinflussen (Urbantat et al. 2021). In der Studie von Urbantat et al. konnte
gezeigt werden, dass CXCL2 die Proliferation, Migration und Aussprossung von HUVEC
anregte, wahrend nach CXCR2-Blockade die Aussprossung der HUVEC reduziert war (Urbantat
et al. 2021). IL-11 im Kontext der RASF-vermittelten verdanderten Gefalneubildung wurde in
einer medizinischen Doktorarbeit, die im Rahmen der vorliegenden Dissertation betreut
wurde, weiter analysiert und wurde daher in der vorliegenden Dissertation nicht weiter
fokussiert. CXCL2 stand im Fokus der weiteren Analysen der vorliegenden Dissertation sowie

einer nachfolgenden medizinischen Doktorarbeit.

6.4.2 CXCL2 als potentieller Biomarker der RASF-vermittelten veranderten GefaRneubildung

Die Daten aus der RNA-Sequenzierung der vorliegenden Dissertation demonstrieren, dass das
Chemokin CXCL2 zu den TOP 50 DEG gehorte und eine Gewdhnung an die wiederholte IL-18 -
Aktivierung der RASF zeigte. CXCL2 wird von Monozyten freigesetzt und kann Uber dessen
Rezeptor CXCR2 direkt an die EZ binden (Urbantat et al. 2021), wodurch CXCL2 stark in den
Fokus der weiteren Analysen rickte. Die CXCL2/CXCR2-vermittelte Signalweiterleitung spielt
eine wesentliche Rolle in der Chemotaxis der Neutrophile und EZ, die bei der Entwicklung von
Tumoren Angiogenese induziert, in dem CXCL2 die Proliferation und Migration von EZ fordert
(Urbantat et al. 2021). Dies war ein erster Hinweis dafiir, dass die RASF-vermittelte Sekretion
von CXCL2 einen Einfluss auf die veranderte pathologische GefaBneubildung in der RA haben
konnte. Die RNA-Sequenzierungsdaten zeigten, dass CXCL2 nach einmaliger Stimulierung der
RASF mit IL-1P signifikant starker exprimiert wurde im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.
Dieses Ergebnis wurde erwartet, da aus der Literatur bereits die erhohte CXCL2-Expression in
Folge der Zytokin-induzierten Zellantwort bekannt ist (Burke et al. 2014; Reich et al. 2011).

Interessanterweise kam es nach dreimaliger Stimulierung der RASF mit IL-18 zu einem
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Gewohnungseffekt der CXCL2-Expression, da hier im Vergleich zur einmaligen Stimulierung
der RASF CXCL2 signifikant herunterreguliert war. Dieser Gewodhnungseffekt wurde auch

schon fiir IL-6 beschrieben (siehe Kapitel 5.3.2.1).

Auch anhand der Analyse der CXCL2-Expression auf Proteinebene konnte ein signifikanter
Gewohnungseffekt der CXCL2-Expression beobachtet werden, sodass sich die Frage nach dem
funktionellen Einfluss der repetitiven Stimulierung der RASF auf die GefaBneubildung ergab.
Die im Rahmen des Projektes der vorliegenden Dissertation betreute medizinische
Doktorarbeit konnte demonstrieren, dass einmalig mit IL-1B stimulierte RASF signifikant
verstarkt die Tube-Bildung im Tube-Formation-Experiment im Vergleich zu unstimulierten
RASF storte. Interessanterweise wurde dieser Effekt nach dreimaliger Stimulierung der RASF
aufgehoben (Abstract: Heck et al. 2023). Dies bestarkt die Hypothese, dass wiederholt
aktivierte RASF beispielsweise lber die verdanderte Expression von CXCL2 einen direkten
Einfluss auf pathologische Prozesse wie die veranderte GefaRneubildung bei der RA haben

kénnten.

Bislang ist sehr wenig (iber CXCL2 als pro-angiogenes Chemokin im Kontext RA oder der RASF
bekannt. Die weitere Literaturrecherche ergab, dass sich Stand heute (30.10.2023) weniger
als 10 Studien mit den Zusammenhangen zwischen der RA und der Expression von CXCL2
beschaftigten, sodass im Rahmen der vorliegenden Dissertation ein neuer Ansatz zur
Erklarung der spezifischen RASF-vermittelten veranderten GefiaBneubildung in der RA
erbracht werden konnte. Eine interessante Studie von Reich et al. fand heraus, dass kleine
Membran-Vesikel, die in der Synovialflissigkeit von RA-Patienten akkumulieren, spezifisch die
verstarkte Expression von CXCL2 und weiteren Mitgliedern der CXC-Familie in RASF
induzierten, wiahrend andere Gefaliregulatoren in ihrer Expression nicht beeinflusst wurden
(Reich et al. 2011). Dies lieferte einen Hinweis Uber eine potenzielle spezifische Rolle von
CXCL2 in der pathologischen GefalRneubildung in der RA unabhangig von VEGF. Einen
wesentlichen Hinweis zum in der vorliegenden Dissertation beschriebenen Gewdhnungseffekt
der CXCL2-Expression auf Proteinebene lieferte die Studie von Hogan et al., die zeigen konnte,
dass die CXCL2-Expression in RASF reduziert war im Vergleich zu Fibroblasten, die aus nicht-
inflammatorischen oder OA-Synovien isoliert wurden (Hogan et al. 1994). Diese Studie stimmt
somit nicht nur mit den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation Uberein, dass die

wiederholte Aktivierung der RASF die CXCL2-Expression herunterregulierte, sondern belegt
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aullerdem, dass der in der vorliegenden Dissertation beschriebene CXCL2-Gewdhnungseffekt
aus den in vitro-Experimenten moglicherweise auch auf die RA-Pathogenese im Patienten
Ubertragen werden kann. Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation und
aus der Literatur bekannten Daten wird postuliert, dass die Herunterregulierung der CXCL2-
Expression in den RASF in Folge einer wiederholten Aktivierung einen erheblichen Einfluss auf

die pathologische GefaBneubildung in der RA hat.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation ein
Folgeprojekt entwickelt, das im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit die Frage klaren
soll, wie sich der Einfluss von CXCL2 funktionell und auf molekularer Ebene in den in vitro-
Angiogenese-Experimenten verhalt und ob die verringerte CXCL2-Expression in Folge einer
Antagonisierung die GefaRneubildung verandert.

6.5 Einfluss der Matrixfragmente auf die RASF-vermittelte Interaktion mit den
Endothelzellen

Matrixfragmente werden verstarkt in Folge der RASF-vermittelten Matrixdegradation im
Kontext der GefaBumstrukturierungen, aber auch wahrend der Destruktion von Knorpel und
Knochen freigesetzt. Diese Matrixfragmente wirken wiederum aktivierend auf die RASF
(Lefevre et al. 2017). Allerdings ist bislang nicht bekannt, welchen Effekt die einzelnen
Matrixfragmente auf die RASF insbesondere im Zusammenhang mit der EZ-Interaktion und
der GefaRneubildung haben. Aus diesem Grund standen in der vorliegenden Dissertation vor
allem anti-angiogene Matrixfragmente im Fokus, deren Einfluss auf die RASF/EZ-Interaktionen

molekular und funktionell in Angiogenese-Experimenten untersucht wurde.

6.5.1 Effekte von Arresten, Tumstatin und Endostatin auf die RASF und die GefaBneubildung

Die Kollagenfragmente Canstatin, Arresten, Tumstatin und Endostatin zeigten in den 4-
stiindigen Tube-Formation-Experimenten (Kapitel 5.4.2) keinen Einfluss auf die
GefaRneubildung, da die Tubedicke nicht signifikant reduziert war. Dieses Ergebnis war
unerwartet, da sich in der Literatur einige Studien finden lassen, die einen inhibierenden Effekt
von Arresten (Zhu et al. 2022; Colorado et al. 2000), Tumstatin (Li et al. 2014) und Endostatin
(Burton et al. 2007; Xu et al. 2011; Bai et al. 2013; Urbich et al. 2002) auf die Tube-Bildung im

Tube-Formation-Experiment beschreiben.
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In der Literatur wurden die HUVEC im Tube-Formation-Experiment mit 20 pg/ml Arresten
stimuliert und anschliefend das Tube-Formation-Experiment fiir 12 h inkubiert (Zhu et al.
2022). Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Dissertation die HUVEC mit 0,1-1 pg/ml
Arresten stimuliert, da in der Literatur Hinweise dafiir gefunden wurden, dass Arresten bereits
ab 0,1 pg/ml die EZ-Proliferation und ab 0,8 pug/ml die EZ-Migration beeinflusst (Lv und Zheng
2012; Nyberg et al. 2008). Arresten wurde in der vorliegenden Dissertation im Tube-
Formation-Experiment fiir 4 h inkubiert, sodass sowohl die Menge der verwendeten Arresten-
Konzentration als auch die Dauer der Inkubation des Tube-Formation-Experiments ursachlich
fiir das Ausbleiben des anti-angiogenen Effekts im Tube-Formation-Experiment sein kénnten.
Moglicherweise ware eine langere Inkubation des Tube-Formation-Experiments oder eine
Vorstimulierung der HUVEC mit Arresten notwendig gewesen, um den anti-angiogenen
Arresten-Effekt im Tube-Formation-Experiment zu zeigen. Fiir diese Hypothese spricht, dass
insbesondere 0,5 ug/ml Arresten einen deutlichen Trend der Reduktion der Tubedicke

bewirkte (Abbildung 41, A).

Tumstatin wurde in der vorliegenden Dissertation mit einer Konzentration von 1,0 pg/ml
eingesetzt, da in der Literatur eine Studie gezeigt hat, dass 1,0 pg/ml Tumstatin nach 24-
stiindiger Stimulierung die Zellproliferation signifikant beeinflusste (Hwang-Bo et al. 2015). In
der vorliegenden Dissertation wurden die HUVEC im Tube-Formation-Experiment jedoch nur
fiir 4 h mit Tumstatin inkubiert, sodass dieser Zeitraum moglicherweise nicht ausreichend war
und dhnlich wie bei Arresten eine langere Inkubation des Tube-Formation-Experimentes oder
die Vorstimulierung der HUVEC mit Tumstatin notwendig gewesen ware. Daflir spricht, dass
Tumstatin in der vorliegenden Dissertation bereits nach 4 h einen deutlichen Trend bei der

Reduktion der Tubedicke zeigte (Abbildung 41).

Fir die Stimulierung mit Endostatin im Tube-Formation-Experiment wurden Konzentrationen
von 0,25 und 0,5 pg/ml gewahlt, da diese Konzentrationen vergleichbar mit den gemessenen
physiologischen Konzentrationen in der Synovialfllssigkeit und im Serum von RA-Patienten
waren. Allerdings war Endostatin das einzige der 4 analysierten Matrixfragmente, das weder
einen Trend bei der Reduktion der Tubedicke (Abbildung 41), noch einen Effekt auf die RASF-
Aktivierung (siehe Anhang: Abbildung 55, A) zeigte. Moglicherweise war in Bezug auf
Endostatin der Parameter Tubedicke nicht der geeignete Parameter, um den anti-angiogenen

Effekt von Endostatin nach 4-stiindigem Tube-Formation-Experiment detektieren zu kénnen.
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Ein Hinweis dafur lasst sich in der Studie von Bai et al. finden. In dieser Studie wurde der
Parameter Tubeldange fir die Quantifizierung des Tube-Formation-Experiments verwendet
(Bai et al. 2013). Um diese Hypothese zu bestatigen, missten in Bezug auf Endostatin weitere

Parameter wie die Tubeldnge gemessen werden.

6.5.2 Canstatin als potenzielles neues therapeutisches Molekil fur die RASF-vermittelte
veranderte GefalRneubildung in der RA

Basierend auf dem Effekt auf die Tubedicke im Tube-Formation-Experiment, der

Aktivierbarkeit der RASF sowie der Endotoxinanalyse zeigte Canstatin deutliche Hinweise auf

eine Rolle bei RASF/EZ-Interaktionen im Kontext der veranderten GefalRneubildung in der RA.

Aus diesem Grund lag der Fokus der nachfolgenden Analysen auf Canstatin.

6.5.2.1 Canstatin-vermittelter Effekt auf die GefaBneubildung in vitro

Die Stimulierung der HUVEC mit Canstatin im Tube-Formation-Experiment zeigte weder nach
4 noch nach 8 h einen Einfluss auf die GefaRneubildung. Erst nach Vorstimulierung der HUVEC
mit Canstatin Giber 20 h und anschlieRender Durchfiihrung des Tube-Formation-Experiments
konnte ein Canstatin-vermittelten Effekt auf die GefaRneubildung beobachtet werden, in dem
die Tubedicke signifikant reduziert und somit die GefaBneubildung verdandert war (Kapitel

5.4.3).

Kollagen IV kommt ubiquitdr im gesamten Korper in der Basalmembran der vaskuldren EZ-
Schicht vor (Kamphaus et al. 2000). In Folge der Kollagen IV-vermittelten Degradation tber
Interaktionen mit der al- und a2-Kette der NC1-Domane wird das anti-angiogene Kollagen IV-
Fragment Canstatin freigesetzt (Rebustini et al. 2009). Obwohl Canstatin bislang ein relativ
unbekanntes Molekil insbesondere im Zusammenhang mit der RA ist, lassen sich in der
Literatur einige Studien (ber einen anti-angiogenen Canstatin-Effekt auf die EZ finden
(Hwang-Bo et al. 2012; Kamphaus et al. 2000; Hou et al. 2004; Zhu et al. 2022; Magnon et al.
2007). Diese Studien stimmen mit den in der vorliegenden Dissertation gezeigten Ergebnissen
zur Canstatin-vermittelten Hemmung der GefdBneubildung Uberein. Interessanterweise
konnte die Studie von Zhu et al. zeigen, dass Canstatin bereits nach 12 h eine signifikante
Hemmung der GefalRneubildung im Tube-Formation-Experiment bewirkte, wahrend in der
vorliegenden Dissertation erst ein anti-angiogener Canstatin-Effekt im Tube-Formation-

Experiment nach 20-stiindiger Vorstimulierung der HUVEC detektiert werden konnte (Zhu et
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al. 2022). Ein moglicher Grund hierfur konnte sein, dass in der Studie von Zhu et al. 20 pg/ml
Canstatin flur die Stimulierungsexperimente verwendet wurden (Zhu et al. 2022). Im
Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Dissertation 0,2 bzw. 0,5 pg/ml Canstatin
eingesetzt, da gezeigt werden konnte, dass die physiologische Canstatin-Konzentration im
Serum bzw. in der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten in einem Bereich von 0,04 bis 0,3 pg/ml
lagen (Kapitel 5.4.1). Weiterhin beschreibt Zhu et al., dass Canstatin Uber Integrine an die
HUVEC-Oberflaiche bindet und so die VEGF-vermittelte Signalweiterleitung Uber den
PI3K/AKT-Signalweg inhibiert wird, wodurch es zur Hemmung der Migration, Proliferation
sowie Bildung der Tubes kommt (Zhu et al. 2022). Auch der in der vorliegenden Dissertation
beobachtete anti-angiogene Canstatin-Effekt konnte auf die von Zhu et al. beschriebene liber
Integrine blockierte VEGF-Signalweiterleitung zurlickzuflihren sein, da hier die Tube-Bildung
Uber VEGF im Zellkulturmedium angeregt wurde und die HUVEC zum korrekten Ausbilden des

Zellnetzwerkes VEGF benétigen.

Im 3D Sphéroid-basierten Sprout-Experiment wurde ebenfalls ein Canstatin-vermittelter
Effekt auf die GefaBneubildung festgestellt, da Canstatin signifikant die Flache der Spharoide
nach 24 h nach der Aussprossung reduzierte (Kapitel 5.4.4). Eine mogliche Erklarung hierfiir
kdnnte sein, dass Canstatin in EZ, aber auch in Tumorzellen Apoptose auslost (Okada et al.
2016; Xing et al. 2014; Kanazawa et al. 2017; Kamphaus et al. 2000; Panka und Mier 2003).
Die Studien von Panka und Mier sowie Kanazawa et al. demonstrierten, dass Canstatin
moglicherweise Uber Interaktion mit avp3- und/oder avB5-Integrinen die Phosphorylierung
der fokalen Adhasionskinase (FAK) bewirkt und es so zur Phosphorylierung von AKT kommt.
Dies hat zur Folge, dass die Kaspase-3-Kaskade aktiviert und die Apoptose eingeleitet wird
(Panka und Mier 2003; Kanazawa et al. 2017). Moglicherweise konnte diese Signalkaskade in
den Spharoid-Experimenten dazu gefiihrt haben, dass die EZ nach Behandlung mit Canstatin
weniger proliferierten, moglicherweise in Apoptose gingen und in der Folge die Flachen der

Sphéroide reduziert war.

6.5.2.2 Einfluss von Canstatin auf die RASF-induzierten Helix-dhnliche GefidBfe und
Angiopoietin-2 im SCID-Maus-Modell der RA

In Kapitel 5.4.6.1 konnte demonstriert werden, dass Canstatin von Tag 3 bis Tag 40, mit
Ausnahme von Tag 12, signifikant die Entstehung der RASF-induzierten Helix-dhnlichen

GefaRe in den ipsilateralen Implantaten reduzierte. Dieses Ergebnis war Uberraschend, da
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Canstatin zum einen in den in vitro-Angiogenese-Experimenten keinen zusatzlichen Effekt auf
die RASF zeigte, zum anderen Canstatin bis Tag 40 die Entstehung der Helix-dahnlichen GefaRe
signifikant reduzierte, obwohl Canstatin nicht nachtraglich erneut appliziert wurde. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Canstatin bereits nach 9 Tagen nicht mehr im Serum von Mausen
nachweisbar ist. In der Studie von Magnon et al. wurden Mausen entweder in den Tumor oder
direkt ins Serum Canstatin injiziert (Magnon et al. 2005). Demzufolge ware zu erwarten
gewesen, dass die Anzahl an Helix-dhnlichen GefdaRen in den Implantaten, die Canstatin
enthielten, spatestens ab Tag 9 stetig zunehmen und sich der Anzahl an Helix-dghnlichen
Gefdllen in den Implantaten ohne Canstatin anndhern. Der Abbau von Kollagen Typ IV erfolgt
enzymatisch iber MMP9, das mit MMP2 interagiert. Nach 4-stlindigem Kollagen Typ 4 Verdau
bei 37°C war laut einer Studie kein Kollagen Typ IV mehr vorhanden (Gioia et al. 2009).
Allerdings wurden fiur den Verdau umgerechnet (ber 13.000 ng/ml MMP9 eingesetzt,
wahrend bei gesunden Kontrollen physiologische MMP9-Konzentration von 8200 + 244 ng/ml
vorkommen (Lotfi et al. 2015). Mdglicherweise wird Kollagen Typ IV deshalb unter
physiologischen Bedingungen langsamer degradiert und ist deshalb erst nach 9 Tagen im
Serum nicht mehr nachweisbar. Eine weitere Erklarung fir den langanhaltenden Canstatin-
Effekt in Bezug auf die Entstehung der Helix-dhnlichen Gefalle kdnnte sein, dass das Canstatin
in der Gelatinematrix mit dem humanen Knorpel und den RASF implantiert wurde. Folglich
kam das Canstatin zwar mit MMP in Kontakt, die von den RASF sezerniert wurden, jedoch war
Canstatin moglicherweise vor dem enzymatischen Abbau durch das Serum geschiitzt, da die
BlutgefdaRe erst gebildet werden mussten. Die Gelatinematrix war erst nach 24-45 Tagen
vollstandig mit BlutgefaBen durchwachsen, was moglicherweise die Canstatin-Degradation

deutlich verzogert hat.

Interessanterweise zeigte Canstatin keinen Effekt auf die RASF-Invasion in die ipsilateralen
und kontralateralen Implantate. Eine Erklarung dafiir kdnnte sein, dass Canstatin primar auf
die EZ und weniger auf die RASF wirkt. Ein Ansatzpunkt fiir diese Hypothese stellt der Tie2-
Rezeptor dar, Giber den sowohl ANGPT1 als auch das in die pathologische GefaBneubildung
involvierte ANGPT2 binden, was zu dessen Autophosphorylierung fiihrt (Davis et al. 1996).
Interessanterweise kann Canstatin die Expression des Tie2-Rezeptors in HUVEC reduzieren,
wodurch ANGPT1 und ANGPT2 nicht mehr binden kénnen (Hwang-Bo et al. 2012; Akwii et al.
2019). Demzufolge konnte Canstatin die RASF-vermittelte verstirkte ANGPT2-Expression

direkt an den EZ entgegenwirken und so zur Aufhebung der Helix-dhnlichen Gefafstrukturen
149



DISKUSSION

beitragen. Dies konnte auch erklaren, warum zwar die Helix-dhnlichen Strukturen aufgelost,
jedoch nicht die GefalRneubildung inhibiert wurde. Die Canstatin-vermittelte Inhibierung von
Tie2 unterbindet zwar die ANGPT2-Signalweiterleitung, die VEGF-Signalweiterleitung zur
Gefallneubildung ist von der Canstatin-Inhibierung jedoch nicht betroffen. Zur weiteren
Analyse des Canstatin-Effekts auf ANGPT2 im Kontext der RASF-vermittelten veranderten
Gefallneubildung wurde ANGPT2 in den SCID-Maus-Implantaten analysiert. Wie auch schon
bei der Anzahl der Helix-ahnlichen GefadlRe konnte unter Einfluss von Canstatin eine veranderte
ANGPT2-Expression in den ipsilateralen Implantaten festgestellt werden. Dies bestarkt die
Hypothese, dass Canstatin iber ANGPT2 die RASF-vermittelte Gefdallneubildung beeinflusst,
was zur Auflésung der Helix-dhnlichen GefalRstrukturen im SCID-Maus-Modell der RA fiihren

kénnte.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die veranderte GefalRneubildung stellt ein wichtiges pathologisches Merkmal der Pathogenese der
chronisch entziindlichen Autoimmunerkrankung rheumatoide Arthritis (RA) dar. Charakteristisch
fir die RA ist eine verstarkte GefaBneubildung mit diffuser, teils Helix-dhnlicher Struktur im
aktivierten und entziindeten Synovium von RA-Patienten. Schllisselspieler bei der RA-Progression
sind RA synoviale Fibroblasten (RASF), die liber Matrixdegradation Knorpel und Knochen zerstéren
und dabei Matrixfragmente, beispielsweise das anti-angiogene Canstatin, freisetzen. RASF
induzieren im SCID-Maus-Modell der RA spezifisch Helix-dhnliche GefaRe, was auf spezifische
RASF/Endothelzell (EZ)-Interaktionen schlieBen ldsst. Bislang ist jedoch wenig Gber die Kinetik der
RASF-induzierten Helix-dhnlichen Gefille sowie Uber spezifische Gefallregulatoren und
molekulare Mechanismen bekannt, die bei der Entstehung von RASF-vermittelten Helix-dhnlichen
GefaRen eine Rolle spielen.

In der vorliegenden Dissertation konnte erstmals gezeigt werden, dass die Entstehung der RASF-
induzierten Helix-dhnlichen GefaRe im SCID-Maus-Modell der RA Giber 45 Tage in 3 Phasen ablauft.
In diesem Zusammenhang war der GefadlRregulator Angiopoietin-2 (ANGPT2) an Tag 3 und 6
unterschiedlich in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten induziert. Im RA-Synovium war
ANGPT2 im Vergleich zum OA-Synovium signifikant starker exprimiert. Funktionelle in vitro-
Analysen zu den RASF/EZ-Interaktionen im 2D Tube-Formation-Experiment sowie im 3D Sphéroid-
basierten Sprout-Experiment demonstrierten erstmals, dass die RASF bereits nach 4 h signifikant
die GefaRneubildung verdanderten, indem die RASF die EZ moglicherweise auch ohne direkten
Zellkontakt beeinflussten. Mit den kurzfristigen in vitro-Experimenten zur Gefdfneubildung
konnte jedoch kein Unterschied in der Expression der GefaRregulatoren ANGPT2, VEGF, EFNB2
und eNOS unter Einfluss der RASF identifiziert werden. Zur Analyse des Einflusses
wiederkehrender Erkrankungsschiibe auf die RASF in Bezug auf die verdnderte Gefallneubildung
wurde in der vorliegenden Dissertation ein repetitives Stimulierungsschema der RASF etabliert.
Repetitiv IL-1B-aktivierte RASF zeigten nach dreimaliger Stimulierung eine signifikant schwachere
IL-6-Induktion im Vergleich zur einmaligen Stimulierung, was als Gewohnung an IL-1B definiert
wurde. Mittels RNA-Sequenzierungsanalysen konnten IL-11 und CXCL2 als potenzielle Kandidaten
flr eine mogliche RASF-vermittelte verdanderte GefaRneubildung identifiziert werden, die VEGF-
unabhéangig erfolgen konnte. Die Analyse der anti-angiogenen Matrixfragmente Canstatin,
Endostatin, Arresten und Tumstatin in Bezug auf die RASF/EZ-Interaktionen ergab, dass
ausschlieBlich Canstatin die GefaBneubildung in vitro signifikant beeinflusste. Canstatin konnte die
RASF-induzierten Veranderungen am Zellnetzwerk sowie in den Spharoiden nicht aufheben.
Allerdings bewirkte Canstatin im SCID-Maus-Modell eine signifikante Reduktion der Helix-
dhnlichen Gefalle in den ipsilateralen Implantaten, ohne die GefaBneubildung zu inhibieren.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Dissertation neue Erkenntnisse zu den spezifischen
RASF/EZ-Interaktionen auf funktioneller und molekularer Ebene in Bezug auf die pathologisch
veranderte GefalRneubildung in der RA. Diese Arbeit beweist, dass die im SCID-Maus-Modell der
RA identifizierten Helix-ahnliche GefdaBe nicht nur strukturell, sondern auch auf Grund der
Ergebnisse zur ANGPT2-Expression vergleichbar sind mit KollateralgefdfSen. Des Weiteren konnte
mit Canstatin ein potenzielles therapeutisches Molekil identifiziert werden, das in vivo die RASF-

induzierten Helix-ahnlichen GefaRe aufhebt.
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8. ABSTRACT

Altered vascularization is an important pathological feature in the pathogenesis of the chronic
inflammatory autoimmune disease rheumatoid arthritis (RA). RA is characterized by increased
vascularization with a diffuse, helix-like structure in the activated and inflamed synovium of RA
patients. Key players in RA progression are RA synovial fibroblasts (RASF), which destroy cartilage
and bone by degrading matrix. This results in a release of matrix fragments, for example the anti-
angiogenic canstatin. RASF specifically induce helix-like vessels in the SCID mouse model of RA,
suggesting specific RASF/endothelial cell (EC) interactions. However, to date, little is known about
the kinetics of RASF-induced helix-like vessels as well as specific vascular regulators and molecular
mechanisms involved in the development of RASF-mediated helix-like vessels.

In the present dissertation, it was shown for the first time that the formation of RASF-induced
helix-like vessels in the SCID mouse model of RA occurs in 3 phases over 45 days. In this context,
the vascular regulator angiopoietin-2 (ANGPT2) was differentially induced in ipsilateral and
contralateral implants on day 3 and 6. ANGPT2 was significantly more expressed in RA synovium
compared to OA synovium. Functional in vitro analyses of RASF/EZ interaction in the 2D tube
formation experiment and in the 3D spheroid-based sprout experiment demonstrated for the first
time that RASF significantly altered new vessel formation already after 4 h by influencing EC even
without direct cell contact. However, no differences in the expression of the vascular regulators
ANGPT2, VEGF, EFNB2 and eNOS were identified in the short-term in vitro experiments on
vascularization influenced by RASF. To analyze the influence of recurrent disease episodes on RASF
in relation to altered vascularization, a repetitive stimulation scheme of RASF was established.
Repetitively IL-1B-activated RASF showed significantly weaker IL-6 induction after three times of
stimulation compared to once stimulation, which was defined as habituation to IL-1B. Using RNA
sequencing analysis, IL-11 and CXCL2 were identified as potential candidates for RASF-mediated
altered vascularization, which could occur in a VEGF-independent manner. Analysis of the anti-
angiogenic matrix fragments canstatin, endostatin, arresten and tumstatin in relation to the
RASF/EZ interaction revealed that only canstatin significantly influenced vascularization in vitro.
Canstatin could not reverse the RASF-induced alterations in the cell network and in the spheroids.
However, in the SCID mouse model, canstatin significantly reduced the number of helix-like vessels
in the ipsilateral implants without inhibiting the formation of new vessels.

In summary, this dissertation provides new insights into specific RASF/EZ interactions functionally
and on the molecular level in relation to pathologically altered vascularization in RA. This
dissertation showed that, helix-like vessels identified in the SCID mouse model of RA are
structurally and on the molecular level based on the results of ANGPT2 expression comparable to
collateral vessels. Furthermore, canstatin was identified as new potential therapeutic molecule
that reduces RASF-induced helix-like vessels in the SCID mouse model of RA.
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10.1 Erganzende Abbildungen
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Abbildung 54: IL-6-Sekretion im Verlauf der repetitiven Stimulierung der RASF mit TNFa. Die RASF
wurden 3-mal fir jeweils 16 h mit 0,05 ng/ml TNFa stimuliert, zwischen den Stimulierungsphasen
erhielten die Zellen eine jeweils 8-stiindige Erholungsphase. Die Aktivierung der RASF wurde mittels
IL-6 ELISA nachgewiesen. Die erste Stimulierung (= 1. Puls) zeigte wie erwartet eine Induktion der IL-6-
Sekretion im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle (Ktr). Die zwei- und dreimalige Stimulierung (=
2. und 3. Puls) bewirkte eine dhnliche IL-6-Sekretion im Vergleich zum 1. Puls. Dargestellt sind die
Mittelwerte 3 technischer Replikate (n=1) mit ihren Standardabweichungen.
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Abbildung 55: Stimulierung der RASF mit Endostatin (A), Tumstatin (B), Arresten (C) und Canstatin (D).
(A) Endostatin: Die RASF wurden mit 0,1 pg/ml Endostatin (Endo) fur 24 h stimuliert. Morphologisch
zeigte sich ein leichter Proliferationsunterschied zur unstimulierten Kontrolle. Die Aktivierung der RASF
wurde mittels Bestimmung der IL-6-Konzentration im Uberstand bestimmt. Endostatin bewirkte keine
erhohte IL-6-Sekretion der RASF. (B) Tumstatin: Die RASF wurden mit 2 pg/ml Tumstatin stimuliert.
Morphologisch zeigte sich ein Proliferationsunterschied zur unstimulierten Kontrolle. Tumstatin
bewirkte eine erhbhte, nicht signifikante, IL-6-Sekretion der RASF. (C) Arresten mit dem Losemittel
20mM Tris, 150mM NaCl (pH = 8.0). Die RASF wurden mit 5 ug/ml Arresten stimuliert. Morphologisch
zeigte sich mit Arresten sowie der Losemittelkontrolle (LM Ktr) ein groRer Proliferationsunterschied
zur unstimulierten Kontrolle. Arresten bewirkte im Gegensatz zur LM Ktr eine signifikante IL-6-
Sekretion der RASF (p = 0,02). (D) Canstatin: Die RASF wurden mit 0,2 und 0,5 pg/ml Canstatin fiir 24 h
stimuliert. Morphologisch zeigten sich nach der Stimulierung mit Canstatin vermehrt kugelféormige
Zellen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, was auf vermehrte Apoptose hindeutet. Beide
Canstatin-Konzentrationen bewirkten eine signifikante IL-6-Sekretion der RASF (p = 0,002 und
p =0,006). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der IL-6-Konzentrationen inkl.
Standardabweichungen. Fiir die statistischen Analysen wurde fiir Endostatin und Tumstatin der Mann
Whitney U-Test, fir Arresten und Canstatin der H-Test nach Kruskal und Wallis inkl. der Dunn’s
Multiparamter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01
und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (n = 3).
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11. VERZEICHNISSE

11.1  Abkirzungsverzeichnis
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11.2  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines gesunden humanen Gelenks (links) und eines entziindlich
veranderten RA-Gelenks mit synovialer Hyperplasie (rechts). Abbildung erstellt in BioRender.com.. 10
Abbildung 2: Krankheitsbild der RA in den Gelenken der Hand. (A) Zu Beginn der RA treten oftmals
schmerzhafte Schwellungen in den kleinen Gelenken wie den Fingergelenken (schwarzer Pfeil) auf. (B)
Bei RA-Patienten mit weit fortgeschrittener RA kann es zu erheblichen Fehlstellungen einschliefRlich
zerstorten und immobilen Gelenken kommen. Bildquelle: Abteilung Rheumatologie; KerckhoffKlinik
Bad Nauheim, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Uwe Lange. ......ccccceveieeeiviieeeeniieeeeeeneen, 11
Abbildung 3: Prozesse der Angiogenese im Synovium von RA-Patienten. Entziindlich aktivierte
Makrophagen und RASF sezernieren zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine, wie beispielsweise
TNFa, IL-1B und IL-6, was zur Freisetzung von MMP, Chemokinen der CC-, CXC- sowie CX3C-Familie
und Wachstumsfaktoren wie VEGF, ANGPT1 und ANGPT2 fihrt. Diese Molekile tragen zur EZ-
Aktivierung, Aussprossung der EZ, der Ausbildung von R6hren mit Lumen (Tubes), der Stabilisierung
und schlieRlich zur Bildung reifer BlutgefaRe bei, bevor der Blutfluss initiiert wird. Abbildung erstellt
(00T 27 To] 2 =Ta Vo [T ool ] o o USSP 23
Abbildung 4: Schematische Darstellung Blick in das Gelenk. (A) Schematische Darstellung eines
gesunden Gelenks, das wenige, gerade Gefdllen enthilt. (B) Bereits in einem frihen Stadium der RA
nimmt die Anzahl der GefdRe zu und weist eine deutlich verdnderte GefdaRneubildung auf. (C) Die
fortgeschrittene RA zeichnet sich durch eine starke Zunahme an GefalRen aus, wobei die GefaRstruktur
teilweise Helix-dhnlich erscheint. Abbildung erstellt mit BioRender.com. ........cccceeviieieeicieeeeccnnneenn. 25
Abbildung 5: RASF-vermittelte Entstehung von Helix-dhnlichen GefalRen im SCID-Maus-Modell der RA.
Helix-dhnliche Gefdlle (—) waren bereits nach 3 Tagen an den ipsilateralen (A) und kontralateralen (B)
Implantaten zu erkennen. Die kontralateralen Implantate wiesen zu dem Zeitpunkt jedoch weniger
Helix-8hnliche GEfARE QUF. ...c..eii e e et e e srae e sreeenes 26
Abbildung 6: RASF-vermittelte Matrixdegradation. Aktivierte RASF sezernieren zahlreiche
Matrixmetalloproteinasen (MMP) wie beispielsweise MMP3 und zersetzen so die Matrix von Knorpel
und demineralisiertem Knochen. Dies tragt maRgeblich zur Gelenkdestruktion in RA-Patienten bei.
Abbildung erstellt in BIORENAEI.COM. ....iiiiiciiiiieciiie ettt e e s str e e e e sara e e e s sasaeeesnneaaeeens 30
Abbildung 7: RASF-vermittelte Freisetzung von Kollagenfragmenten. Aktivierte RASF sezernieren
vermehrt Matrixmetalloproteinasen (MMP), wodurch die Matrix degradiert wird. In diesem
Zusammenhang werden Matrixfragmente beispielsweise des Kollagens Typ IV und XVIII freigesetzt, die
als Canstatin, Tumstatin, Arresten und Endostatin bekannt sind. Abbildung erstellt in BioRender.com.

Abbildung 8: SCID-Maus-Modell der RA. Subkutane Co-Implantation von RASF und humanem Knorpel
mit einer Gelatinematrix auf der ipsilateralen Seite, wahrend kontralateral nur humaner Knorpel ohne
RASF in einer Gelatinematrix implantiert wird. Abbildung erstellt in BioRender.com. ........ccccceevuennee 34
Abbildung 9: Quantifizierung der Tube-Formation-Experimente lber den Parameter Tubedicke.
Dargestellt ist das HUVEC-Zellnetzwerk in der 100-fachen VergréRerung. Es wurde ein reprdsentativer
750x750 um groRRer Ausschnitt verwendet. Innerhalb des definierten Bildausschnittes wurden die
Enden der Tubes markiert (griin) und moglichst mittig zwischen zwei Markierungen die Dicke der Tubes
gemessen (rot). Zellakkumulationen mit einer Dicke aus mehr als 4 Zellen wurden nicht vermessen.53
Abbildung 10: Verwendete Einstellung fir die Software-basierte Quantifizierung der ANGPT2- und
EFNB2-Expression im Tube-Formation-Experiment. Fir die Quantifizierung wurde als Fotoquelle
“Fluorescence” und als Extraktion des Zielbereichs ,,Single extraction” gewahlt, da eine Einzelfarbung
Lo (U ol oY==y {0 oL AR YU e [P UUPPPRRt 55
Abbildung 11: Definition des fiir die Quantifizierung gewinschten Zielbereichs. Auf Grund der
verwendeten rot fluoreszierenden Antikérper wurde der Rotfilter fir die Evaluation gewahlt und der
Threshold so angepasst, dass nur Bereiche innerhalb des Zellnetzwerks ausgewertet wurden.......... 56
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Abbildung 12: Ausschluss von unspezifischen rot fluoreszierenden Bereichen. Um zu gewahrleisten,
dass die Software ausschliellich die Rotintensitat von spezifischen Signalen innerhalb des
Zellnetzwerks berechnete, wurden unspezifische rot fluoreszierende Signale markiert (griiner Kasten)

und so von der Quantifizierung ausgesChlOSSEN. .......uiiiiiiiii it 56
Abbildung 13: Schematische Darstellung des Ablaufs zur Durchfiihrung des 3D Spharoid-basierten
Sprout-Experiments. Abbildung erstellt in BIORENdEr.COM. ........oviieiiiieiciiiee e e 58

Abbildung 14: Verwendete Einstellungen der Software Analyzer BZ-X00 fiir die Ermittlung der
Spharoidflache. Da die Spharoidaufnahmen im Phasenkontrast aufgenommen wurden, wurde
entsprechend fir die Quantifizierung bei der Software ,Phase contrast” gewahlt. Es wurde keine
Extraktion eines spezifischen Zielbereichs durchgefiihrt, da die Flache des gesamten Sparoids in der
100-fachen VergrofRerung moglich war und somit keine Auswahl eines Bildausschnitts benotigt wurde.

Abbildung 15: Definition der zu berechnenden Spharoidflache. Zunachst wurde der Schwellenwert
("Threshold") so bestimmt, dass die Umrisse des Spharoids markiert waren, da die Software nur die
Flache der markierten Bereiche bestimmt. AnschlieRend wurden manuell nicht markierte Liicken
innerhalb der Spharoidflache (griner Pfeil) nachmarkiert und unspezifische Markierungen am Rand
des Spharoids (blauer Pfeil) ausgeschlossen. (A) Sphéroid nach dem Einbetten in die Kollagenmatrix
zum Zeitpunkt O h. (B) Sphéaroid nach dem Aussprossen zum Zeitpunkt 24 h.........cccoceeeveiveeeeiciveeeennns 60
Abbildung 16: Schematische Darstellung der repetitiven Stimulierung der RASF mit IL-1B. Die Zellen
wurden an Tag 1 um 8 Uhr ausgesat und nach 8 h das erste Mal mit 0,05 ng/ml IL-1B stimuliert. Nach
16 h wurden an Tag 2 um 8 h die Uberstiande abgenommen und die RASF erhielten Medium ohne IL-
1B-Stimulierung. Nach 8 h wurden die RASF an Tag 2 fiir 16 h das zweite Mal fiir 8 h mit 0,05 ng/ml IL-
1B stimuliert. Dieses Schema wurde bis Tag 5 fortgeflhrt. ......cccocovveeiiiii e, 62
Abbildung 17: Histologische Darstellung des implantierten humanen Knorpels in die SCID-M&use in der
200-fachen VergroRerung. Der Knorpel weist eine homogene Knorpelmatrix (grauer Pfeil), vitale
Chondrozyten (schwarzer Pfeil) sowie normal grolRe Chondrozytenhéfe (blauer Pfeil) auf. ............... 71
Abbildung 18: Quantifizierung der Helix-ahnlichen Gefidlle in den SCID-Maus-Implantaten. Dargestellt
ist ein 36 mm? groRer reprasentativer Bildausschnitt von BlutgefiRen neben dem SCID-Maus-
Implantat. Die Helix-dhnlichen GefdRe wurden in 4 Bereichen gezdhlt. Ein GefdR wurde als Helix-
dhnlich definiert, wenn es 3 oder mehr Windungen (blaue Pfeile) aufwies. Ein reprasentatives Helix-
ahnliches GefaR ist zur Veranschaulichung mit einem griinen Kreuz markiert. .......ccccccoeevieeiicineennnns 75
Abbildung 19. Beispiel einer Overlay-Aufnahme der ANGPT2- (rot) /CD31- (griin) Farbung in der 400-
fachen VergrofRerung. Fir die Quantifizierung der ANGPT2-Signale im humanen Synovialgewebe
wurde nebenstehender Score verwendet. Anhand der ANGPT2- und CD31-Farbung in der Overlay-
Aufnahme wurde pro BlutgefaR ein Score zwischen 1-4 vergeben. Der vergebene Score richtete sich
dabei danach, welche Signale UDErWOZEN. ......ccuviii it sae e e e 78
Abbildung 20: Entstehung Helix-dhnlicher GefdRe im SCID-Maus-Modell der RA lber einen Zeitraum
von 3 bis 45 Tagen (A) — (I). An Tag 3 zeigten sich die Helix-dhnlichen GefaRe als diinne und schwach
durchblutete Gefale (A, schwarze Pfeile). Ab Tag 18 konnten ipsilateral groRere Helix-dhnliche GefaRe
beobachtet werden, die deutlich starker durchblutet waren (E, grauer Pfeil). Dieser Effekt zeigte sich
kontralateral verzégert ab Tag 24 (F, blauer Pfeil). An Tag 40 und 45 waren ipsilateral und kontralateral
stark durchblutete grofRe Helix-dhnliche GefalRe zu erkennen (H und I, griine Pfeile). (A) und (C) zeigen
beispielhaft die Gelatinematrix des Implantats (* schwarz) mit darunter liegendem implantiertem
Yo g =TI <1 1V ) RO USRSt 84
Abbildung 21: Kinetik der RASF-vermittelten Entstehung von Helix-dhnlichen GefiaRen in einem
Zeitraum von 45 Tagen. Dargestellt ist der Mittelwert (+ Standardfehler des Mittelwertes) der Anzahl
der Helix-dhnlichen GefaRe in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen
Gefdlle wurdenanTag3, 6,9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde
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die GefdaBneubildung in 6 Mdusen aus drei Experimenten mit RASF von 3 unterschiedlichen RA-
Patienten analysiert (n = 3). Bereits 3 Tage nach der OP waren Helix-dhnliche GefaRRe ipsilateral und
kontralateral identifizierbar. An Tag 30 waren in den ipsilateralen Implantaten die meisten Helix-
dhnlichen GefaRRe erkennbar, bevor die Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an Tag 45 wieder abnahm.
Kontralateral waren an Tag 40 die meisten Helix-dhnlichen Gefdl3e identifizierbar. Der Verlauf der
Entstehung der Helix-dhnlichen Gefdlle wurde anhand der Kinetik in Phase 1-3 unterteilt. © Anzahl der
Helix-dhnlichen GefidlRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-dhnlichen GefdRe an
kontralateralen IMPIantaten. .....oo i s e e 85
Abbildung 22: Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe wahrend Phase 1 in einem Zeitraum
von 3-18 Tagen nach der OP. Dargestellt ist der Mittelwert (+ SEM) der Anzahl der Helix-dhnlichen
Gefdlle in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen GefaRe wurden an Tag 3,
6, 9, 12 und 18 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefaBneubildung in 6 Mausen aus
drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert (n = 3). Die Anzahl der
Helix-dhnlichen Gefdlle stieg langsam an, wobei die Helix-dhnlichen Gefdlle in den ipsilateralen
Implantaten mit einer Steigung von m = 0,03 + 0,10 (rote Regressionsgerade) und in den
kontralateralen Implantaten mit einer Steigung von m = 0,15 * 0,10 (blaue Regressionsgerade)
zunahmen. o Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-
ahnlichen Gefdlle an kontralateralen IMmplantaten. ... 86
Abbildung 23: Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe wahrend Phase 2 in einem Zeitraum
von 18 bis 30 Tagen nach der OP. Dargestellt ist der Mittelwert (+ SEM) der Anzahl der Helix-dhnlichen
GefaRe in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen Gefalle wurden an Tag
18, 24 und 30 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefaBneubildung in 6 Mausen aus
drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert (n = 3). Die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefaRe stieg stark an, wobei die Helix-dhnlichen GefdRe in den ipsilateralen
Implantaten mit einer Steigung von m = 0,30 = 0,11 (rote Regressionsgerade) und in den
kontralateralen Implantaten mit einer Steigung von m = 0,13 + 0,10 (blaue Regressionsgerade)
zunahmen. o Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-
ahnlichen Gefdlle an kontralateralen IMmplantaten. .....ccoocveei i 87
Abbildung 24: Verlauf der Entstehung der Helix-dhnlichen GefaRe wahrend Phase 3 in einem Zeitraum
von 30 bis 45 Tagen nach der OP. Dargestellt ist der Mittelwert (+ SEM) der Anzahl der Helix-dhnlichen
Gefdlle in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten. Die Helix-dhnlichen GefaRe wurden an Tag
30, 40 und 45 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefdlRneubildung in 6 Mausen aus
drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert (n = 3). Die Anzahl der
Helix-dhnlichen GefdRe ging in dieser Phase zurlick, wobei die Helix-dhnlichen GefdRe in den
ipsilateralen Implantaten mit einer Steigung von m =-0,17 + 0,12 (rote Regressionsgerade) und in den
kontralateralen Implantaten mit einer Steigung von m =-0,18 £ 0,11 (blaue Regressionsgerade) dhnlich
stark abnahmen. o Anzahl der Helix-dhnlichen GefaRe an ipsilateralen Implantaten; m Anzahl der Helix-
dhnlichen GefidlRe an kontralateralen IMmplantaten. .........cceeiieiiee e 88
Abbildung 25: CD63-Farbung der humanen RASF in den ipsilateralen und kontralateralen Implantaten
an Tag 3 nach der OP. Es wurden Gewebeschnitte der ipsilateralen und kontralateralen Implantate
angefertigt und die RASF wurden mit CD63 in Rot sowie mit DAPI zum Nachweis der Zellkerne in blau
gefarbt. Die Fotos sind in der 400-fachen VergroRerung dargestellt. Im ipsilateralen Implantat sind wie
erwartet zahlreiche CD63-positive RASF zu erkennen. Aber auch kontralateral konnten bereits
vereinzelt CD63-positive RASF identifiziert Werden........occvveiieciieei e 89
Abbildung 26: Kinetik der Invasion der RASF in den Knorpel im SCID-Maus-Modell der RA in einem
Zeitraum von 12 bis 45 Tagen. Die Invasion in den Knorpel wurde an Tag 12, 18, 24, 30, 40 und 45 Tage
nach der OP quantifiziert (n = 2 pro Zeitpunkt). Pro Zeitpunkt wurde die Invasion in jeweils 1-2 Knorpel
pro ipsilaterales und kontralaterales Implantat von jeweils 4 Mausen evaluiert. Die Invasion war
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ipsilateral und kontralateral an Tag 12 noch gering ausgepragt und steigerte sich wie erwartet bis Tag
45, wobei die Steigerung in kontralaterale Knorpel zeitverzogert erfolgte (je n = 2). o Invasion der RASF
in ipsilaterale Knorpel; m Invasion der RASF in kontralaterale Knorpel. .....cccocceoviieiiiiceeiicciee e, 90
Abbildung 27: Invasion der RASF in die ipsilateralen und kontralateralen Knorpel an Tag 45 nach der
OP. (A) HE-Farbung: Dargestellt ist die Invasion der RASF in die ipsilateralen und kontralateralen
Knorpel (rote Pfeile) in 20-facher VergréRerung. K: Knorpel; G: Gelatinematrix; blauer Pfeil: murines
Bindegewebe. (B) Dargestellt ist die Invasion der RASF an Tag 45 nach der OP, die mittels eines
etablierten Scores quantifiziert wurde. Pro Zeitpunkt wurde die Invasion der RASF in 6 Mausen aus drei
Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Pro Maus wurden jeweils 1-
2 Knorpel ipsilateral und kontralateral evaluiert. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl.
Standardabweichungen des Invasionsscores fiir Tag 45. Die statistischen Analysen wurden mit dem
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt (n.s.: nicht signifikant, N=3). ....cccccoviiiiiiiiiiic e, 91
Abbildung 28: Angiopoietin-2 in den SCID-Maus-Implantaten. (A) Reprasentative Darstellung der
ANGPT2- und CD31-Farbung (rot) sowie der Zellkerne (blau) in der 400-fachen VergroRerung.
(B) ANGPT2-Expression im SCID-Maus-Modell der RA in einem Zeitraum von 3-12 Tagen in ipsilateralen
und kontralateralen Implantaten. Die ANGPT2-Expression war kontralateral im Vergleich zu ipsilateral
an Tag 3 und 6 starker ausgepragt. Pro Zeitpunkt wurde die ANGPT2-Expression in den Implantaten
von jeweils 1-2 Mausen evaluiert. Zusatzlich wurde fir die Evaluation eine CD31-Farbung der EZ
durchgefiihrt. Folgender Score wurde fiir die Quantifizierung der ANGPT2-Expression in den
BlutgefaBen angewendet: 0 = ANGPT2-negativ; 1 = ANGPT2-positiv, CD31-Farbung Uberwiegt; 2 =
ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal identisch zu CD31; 3 = ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal starker als das
CD31-Signal. o ANGPT2-Expression in ipsilateralen Implantaten; ®m ANGPT2-Expression in
kontralateralen IMPIaNtateN. ......oouiii i e e tae e e e e bee e e e bae e e e e abaee e e areeas 92
Abbildung 29: ANGPT2-Expression im humanen Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten. (A)
Dargestellt ist die immunhistochemische Fluoreszenzfarbung von ANGPT2 (rot), dem EZ-marker CD31
(gran) und DAPI (blau) zum Anfarben der Zellkerne in der 200-fachen VergroRerung. (B) Evaluation der
ANGPT2-Expression im Synovium unter Anwendung des ANGPT2-Expressionsscores. Fir die
Quantifizierung wurden die Overlay-Aufnahmen verwendet. ANGPT2 war signifikant starker im RA-
Synovium als im OA-Synovium exprimiert. Fir die statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-
Test angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p £ 0,05, p £0,01 und p £0,001 und mit
*, *¥* oder ¥** gekennzeichnet (RA: N =6; OA: N = 6)..ccciiiieciiieeecieee e et vee e e ree e e 93
Abbildung 30: RASF-vermittelter Einfluss auf die Endothelzellen im Tube-Formation-Experiment.
HUVEC wurden mit £ 15% Calcein-AM gefarbter RASF (griin) auf einer Matrigel-Beschichtung kultiviert
und die Ausbildung der Tubes nach 4 (A) bzw. 8 (B) h mittels Quantifizierung der Tubedicke evaluiert.
Darstellung in 100-facher Vergréferung. Dargestellt sind die Mittelwerte der Tubedicken inkl.
Standardabweichungen. Zu beiden Zeitpunkten erfolgte eine signifikante Reduktion der Tubedicke
durch RASF. Fiur die statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-Test angewendet. Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p £ 0,05, p £ 0,01 und p £ 0,001 und sind mit *, ** oder ***
gekennzeichnet (JEWEIIS N = 10). c.uuiii ittt e et e e et e e eeab e e e e e ate e e e e asaeeaseasaeeeeansraeanan 95
Abbildung 31: Einfluss der RASF auf die Angiogenese im 3D Spharoid-basierten Sprout-Experiment.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Spharoid-Flachen inkl. Standardabweichungen zum Zeitpunkt
unmittelbar nach Generierung der Sphéaroide nach 0 h sowie 24 h nach der Aussprossung. (A)
Darstellung der Spharoide in 100-facher VergrofRerung: Gelber Pfeil: Die HUVEC formten ein
gleichméRig rundes Sphéaroid; blauer Pfeil: RASF (griin) verteilten sich innerhalb des Spharoids,
ordneten sich aber auch an der Spharoid-Oberflache an; orangefarbener Pfeil: Die HUVEC sprossen aus
dem Spharoid aus und bildeten dabei Rohren-ahnliche Strukturen; lilafarbener Pfeil: HUVEC sprossen
diffus aus dem Sphéroid aus, ohne Réhren zu bilden; weiBer Pfeil: RASF lagerten sich hauptsachlich
innerhalb des Sphéaroids an und wandern nur vereinzeln aus. (B) Nach 24 h war die Flache der
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Spharoide ohne RASF wie erwartet durch die Aussprossung vergroRert. Die Zugabe der RASF zu den
HUVEC vergroRRerte die Flache der Spharoide jedoch zusatzlich, allerdings ohne die Ausbildung von
Tubes. Fir die statistischen Analysen wurde der Friedman-Test angewendet und die Dunn’s-
Multiparameter-Korrektur durchgefiihrt. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p £ 0,05, p £ 0,01
und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (jeweils n =4). ............. 96
Abbildung 32: ANGPT2- (A) und VEGF-Sekretion (B) wahrend der Tubebildung nach 4 und 8 h. Die
ANGPT2- (A) und VEGF-Konzentrationen (B) wurden nach Abschluss der Tube-Formation-Experimente
in den Uberstinden mittels ELISA-Messung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl.
Standardabweichungen. Fir die statistischen Analysen wurde der Friedman-Test durchgefiihrt und die
Dunn’s-Multiparameter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p
< 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (4 h: n = 5;

Abbildung 33: EFNB2 im Tube-Formation-Experiment unter Einfluss von RASF nach 4 und 8 h. (A)
Dargestellt ist die immunzytochemische EFNB2-Farbung (rot) der HUVEC £ RASF (griin) in der 200-
fachen und 1000-fachen VergroRerung. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die Intensitat
der EFNB2-Farbung wurde mit der Keyence-Software BZ X-800 nach 4 h (B) und 8 h (C) ausgewertet.
Es konnten keine EFNB2-Intensitdatsunterschiede nach Zugabe der RASF festgestellt werden. Fir die
statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-Test durchgefiihrt. Die Signifikanzniveaus wurden
unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p < 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht
SIgNITIKANT (4 NN =3, 8 NiN = 3). e e e e et e et e e rae e e rae e naes 99
Abbildung 34: Expression der GefaRregulatoren ANGPT2, EFNB2 und eNOS unter Einfluss von RASF
nach 4 und 8 h. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl. der Standardabweichungen der Messungen der
Ct-Werte von ANGPT2 (A), EFNB2 (B) und eNOS (C) nach Durchfiihrung der Tube-Formation-
Experimente nach 4 und 8 h abziiglich der Ct-Werte des House-Keeping-Gens 18S (ACt). Fur die
statistischen Analysen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-
Multiparameter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01
und p £ 0,001 und mit *, ** oder ***, n.s.: nicht signifikant gekennzeichnet (4 h: n =6; 8 h: n = 10).

Abbildung 35: IL-6-Sekretion im Verlauf der repetitiven Stimulierung der RASF mit IL-1B. Die RASF
wurden 4x fur jeweils 16 h mit 0,05 ng/ml IL-1B stimuliert. Zwischen den Stimulierungsphasen erhielten
die Zellen eine jeweils 8-stlindige Erholungsphase ohne IL-1B (Erholung, graue Balken). Die Aktivierung
der RASF wurde mittels IL-6-ELISA nachgewiesen. (A) und (B): Die erste Stimulierung (= 1. Puls, roter
Balken) zeigte wie erwartet eine signifikante Induktion der IL-6-Sekretion im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle (Ktr, schwarze Balken). Die drei- und viermalige Stimulierung (= 3. und 4. Puls,
jeweils rote Balken) bewirkte eine weiterhin ausgepréagte aber signifikant schwachere Induktion der IL-
6-Sekretion im Vergleich zum 1. Puls. Es wurden Mittelwerte 7 biologischer Replikate (= RASF von 7
unterschiedlichen RA-Patienten) mit ihren Standardabweichungen sowie die Signifikanzlevel
bestimmt. Zur statistischen Evaluation wurde zum Vergleich innerhalb der 4 Pulse der Wilcoxon-Test
angewendet. Fir Vergleiche zwischen den Kontrollen und den stimulierten RASF wurde der H-Test
nach Kruskal und Wallis verwendet inkl. der Dunn’s-Multiparameter-Korrektur. Signifikante Effekte
sind durch *, ** oder *** gekennzeichnet (* p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert < 0,001;

Abbildung 36: Erkrankungen, die mit den Top 18 signifikant unterschiedlich regulierten Gengruppen
zwischen einmaliger und repetitiver Aktivierung der RASF assoziiert sind. In grauer Schattierung ist die
Anzahl der signifikant unterschiedlich regulierten Gene dargestellt, die mit einer bestimmten
Erkrankung assoziiert sind. Die signifikant angereicherten Gengruppen innerhalb der Erkrankungen
wurden liber den Webserver KOBAS aus der Datenbank KEGG PATHWAY ermittelt. Die gestrichelte
Linie markiert die signifikant unterschiedlichen Gengruppen zwischen einmalig und repetitiv
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aktivierten RASF. Gengruppen, die rechts neben der gestrichelten Linie liegen, weisen ein
Signifikanzniveau von p < 0,05 auf. Die Signifikanzwerte anhand der unteren Skala ergeben sich aus
dem negativen dekadischen Logarithmus des korrigierten p-Wertes. 2 entspricht dem héchsten und
0,75 dem niedrigsten SignifikaNZNiVEaU.........coccuiiiiiiiiiiicic e e 103
Abbildung 37: Darstellung der Top 48 signifikant unterschiedlich regulierten Signalwege zwischen
einmaliger und repetitiver Stimulierung der RASF. In grauer Schattierung ist die Anzahl der signifikant
differenziell exprimierten Gene dargestellt, die mit bestimmten Signalwegen assoziiert sind. Die
signifikant angereicherten differenziell exprimierten Gene innerhalb der Signalwege wurden (ber den
Webserver KOBAS aus der Datenbank KEGG PATHWAY ermittelt. Die gestrichelte Linie markiert die
signifikant unterschiedlichen Gengruppen zwischen einmalig und repetitiv aktivierten RASF.
Gengruppen, die rechts neben der gestrichelten Linie liegen, weisen ein Signifikanzniveau von p < 0,05
auf. Die Signifikanzwerte anhand der unteren Skala ergeben sich aus dem negativen dekadischen
Logarithmus des korrigierten p-Wertes, wobei 4 dem hochsten und 1 dem niedrigsten
SigNifikanzZNiveau ENTSPIICHT.........iii e e e e e e sta e e e e ana e e e e anaeeaean 104
Abbildung 38: Subgruppen-Analyse der Top 50 differenziell exprimierten Gene (DEG) zwischen
einmaliger und dreimaliger IL-1B-Stimulierung der RASF. (A) Dargestellt ist die Heatmap der Top 50
DEG. In griinen Kasten sind die Gene markiert, die eine signifikant schwachere Induktion der
Genexpression nach dreimaliger (3x stim.) im Vergleich zur einmaligen Stimulierung (1x stim.) mit IL-
1B aufwiesen. (B) Anhand der Expressionsprofile der Top 50 DEG wurde eine Subgruppenanalyse
durchgefiihrt. Die Expressionsprofile aller Top 50 DEG konnte einer der drei folgenden Gruppen
zugeordnet werden: Gruppe 1 beinhaltete alle Gene, die im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Ktr)
eine signifikant schwachere Induktion der Genexpression nach wiederholter Stimulierung mit IL-1p
(= Gewohnung) zeigten (dargestellt am Beispiel CXCL2). Gruppe 2 (dargestellt am Beispiel NDE1) und
3 (dargestellt am Beispiel ANKH) zeigten keine signifikant unterschiedliche Genregulierung in Folge der
FEPELItIVEN SEIMUIIEIUNG....oeii e e e s et te e e s s sbte e e s sbteeaesntaeeesanes 106
Abbildung 39: Vergleich der IL-11- und CXCL2-Expression von repetitiv stimulierten RASF. Dargestellt
ist die Analyse der Genexpression von IL-11 und CXCL2 zwischen einmalig (1x stim.) und repetitiv
stimulierten (3x stim.) RASF sowie den entsprechenden Kontrollen tabellarisch (A) und graphisch (B,
C). Die Werte wurden aus der RNA-Sequenzierung entnommen (je n = 4). Nach repetitiver
Stimulierung (3x stimuliert) war bei IL-11 im Gegensatz zu CXCL2 kein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle vorhanden. (C) Bei CXCL2 zeigte die einmalige Stimulierung (= 1. Puls) eine signifikante
Induktion der CXCL2-Sekretion im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle (Ktr). Nach dreimaliger
Stimulierung (= 3. Puls) war die CXCL2-Induktion signifikant schwacher im Vergleich zum 1. Puls.
Zwischen dreimaliger Stimulierung und der Kontrolle war ein signifikanter Unterschied in der CXCL2-
Sekretion vorhanden. Zur statistischen Evaluation wurde zum Vergleich innerhalb der 3 Pulse der
Wilcoxon-Test angewendet. Fiir Vergleiche zwischen den Kontrollen und den stimulierten RASF wurde
der H-Test nach Kruskal und Wallis inkl. der Dunn’s-Multiparameter-Korrektur verwendet. Signifikante
Effekte sind durch *, ** oder *** gekennzeichnet (* p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert <
0,001; n.s.: Nicht SigNITIKANT; N = 8). weiiiiiiciieicie et rte e e ebe e e ear e e s teeebaeesabeeeans 108
Abbildung 40: Canstatin- und Endostatin-Sekretion im Serum und in der Synovialflssigkeit von RA-
und OA-Patienten. (A) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der gemessenen Canstatin-Sekretion
im Serum und in der Synovialflssigkeit von RA- und OA-Patienten sowie gesunde Probanden im
Serum. (B) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der gemessenen Endostatin-Sekretion im Serum
von RA- und OA-Patienten sowie gesunde Probanden. Fiir die statistischen Analysen wurde der H-Test
nach Kruskal und Wallis inkl. Dunn’s-Multiparameter-Korrektur (A: Serum und B) und der Mann
Whitney U-Test (A: SynovialflUssigkeit) angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in
p £0,05, p<0,01 und p £0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, ns: nicht signifikant (A: Serum:
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RA: n =27, OA: n = 8, gesund: n = 20; Synovialflissigkeit: RA: n =6, OA: n = 7; B: RA, gesund: n = 17,

Abbildung 41: Effekte der Matrixfragmente Arresten, Tumstatin, Endostatin und Canstatin auf die
Tubebildung. Canstatin (Can) (A), Arresten (Arr) (B), Tumstatin (Tum) (C) und Endostatin (Endo) (D)
zeigten keine Effekte auf die Tubedicke im Tube-Formation-Experiment nach 4 h. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Tubedicken inkl. Standardabweichungen. Fiir die statistischen Analysen wurde der H-
Test nach Kruskal und Wallis inkl. der Dunn’s-Multiparameter-Korrektur (A, B und D) oder der Mann
Whitney U-Test (C) angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p< 0,05, p<0,01 und p <
0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (N =3). ..cccccceeiiiiiiiiieeeicen 112
Abbildung 42: Canstatin-Effekt auf die HUVEC im Tube-Formation-Experiment nach 20-stiindiger
Vorstimulierung mit Canstatin. Dargestellt ist der Einfluss von Canstatin auf die Tubedicke (Mittelwert
inkl. Standardabweichung) nach 20-stlindiger Vorstimulierung der HUVEC und anschlieRendem Tube-
Formation-Experiment fiir 4 h (A) bzw. fiir 8 h (B). Nach 8 h konnte ein signifikanter Effekt von Canstatin
in Folge der 20-stiindigen Vorstimulierung festgestellt werden, in dem die Tubedicke signifikant
reduziert war. Firr die statistischen Analysen wurde der Mann Whitney U-Test angewendet. Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder ***
gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (4 h: N =10; 8 h: N =10). ceeevciiiiciiiecee e 113
Abbildung 43: Einfluss der 20-stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin (Can) auf die
RASF/Endothelzell-Interaktionen. (A) Dargestellt sind reprasentative Fotos der Tubebildung unter
Einfluss der 20-stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit 0,2 pg/ml Canstatin (HUVEC); der 20-
stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin und zusétzlicher Zugabe von 0,5 pg/ml Canstatin
im Tube-Formation-Experiment (HUVEC + Can); der 20-stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit
Canstatin und Zugabe der RASF (griin) im Tube-Formation-Experiment (HUVEC + RASF) sowie der 20-
stiindigen Vorstimulierung der HUVEC mit Canstatin, zuséatzlicher Zugabe von 0,5 pg/ml Canstatin und
Zugabe der RASF im Tube-Formation-Experiment (HUVEC + Can +RASF). Das Tube-Formation-
Experiment wurde fiir 4 h (B) und 8 h (C) durchgefiihrt. Die Tubedicke war nach zusétzlicher
Stimulierung der vorstimulierten HUVEC nach 4 und 8 h signifikant reduziert. Fir die statistischen
Analysen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis angewendet und die Dunn’s-Multiparameter-
Korrektur durchgefiihrt. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01 und p < 0,001
und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (4 h: n=10; 8 h: n =10). .................. 115
Abbildung 44: Einfluss von Canstatin auf die GefaBneubildung im 3D Spharoid-basierten Sprout-
Experiment. (A) Darstellung der Spharoide in 10-facher VergroRerung: Die unstimulierten HUVEC
formten ein gleichmaRig rundes Spharoid zum Zeitpunkt O h (gelber Pfeil). Die unstimulierten HUVEC
sprossen Uber 24 h aus dem Spharoid aus und bildeten dabei Réhren-dhnliche Strukturen
(orangefarbener Pfeil). Unter Einfluss von Canstatin (Can) waren die Sphéaroide nach ihrer Generierung
zum Zeitpunkt 0 h kleiner im Vergleich zu unstimulierten Spharoiden (griner Pfeil). Unter Einfluss von
Canstatin sprossen nach 24 weniger HUVEC aus dem Spharoid aus (weiRer Pfeil). (B) Dargestellt sind
die Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der Spharoid-Flachen unmittelbar nach Generierung der
Spharoide nach 0 h sowie 24 h nach der Aussprossung. Nach 0 h war die Flache der Spharoide mit
Canstatin (Can) leicht reduziert, wahrend nach 24 h die Flache der Spharoide mit Canstatin im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle signifikant reduziert war. Fiir die statistischen Analysen wurde der H-Test
nach Kruskal und Wallis angewendet und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur durchgefiihrt. Die
Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder ***
gekennzeichnet, ns: Nicht SigNIfIKaNT (N=4)....ccvii i et 116
Abbildung 45: Einfluss der RASF auf die Stimulierung mit Canstatin im 3D Spharoid-basierten Sprout-
Experiment. Dargestellt sind die Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der Spharoid-Flachen
unmittelbar 24 h nach der Aussprossung. Nach Stimulierung mit Canstatin sprossen nach 24 signifikant
weniger HUVEC unter Einfluss aus dem Spharoid aus. Fiir die statistischen Analysen wurde der One-
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Way-ANOVA-Test inkl. der Dunn’s-Multiparameterkorrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus
wurden unterteilt in p < 0,05, p <0,01 und p £0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht
SIBNITIKANT (N = 4) . oo et e e et e e e et a e e e e ataeeesntaeeesasaeeeeantaeeeensaeeesnnsaneenns 117
Abbildung 46: Einfluss von Canstatin auf die ANGPT2-Expression im Kontext der RASF/EZ-Interaktionen
im Tube-Formation-Experiment nach 4 und 8 h. (A) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der
Messung der ANGPT2-Sekretion in den Uberstidnden der Tube-Formation-Experimente nach 4 und 8
h. (B) Mittelwerte inkl. Standardabweichungen der Messungen der Ct-Werte von ANGPT2 nach
Durchfiihrung der Tube-Formation-Experimente nach 4 und 8 h abziglich der Ct-Werte des House-
Keeping-Gens 18S (ACt). Fur die statistischen Analysen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis
durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden
unterteilt in p < 0,05, p £ 0,01 und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht
Signifikant (4 h:N=6; 8 hiN = 10). cueiiiiieeie e e rrre e s e e e ser e e s e e ebaeesnsaeenns 118
Abbildung 47: Einfluss von Canstatin auf die RASF-induzierten Helix-dhnlichen GefaRe im SCID-Maus-
Modell der RA nach 3 Tagen. (A) Zahlreiche Helix-dhnliche GefdRe waren in ipsilateralen (l) und
kontralateralen (K) Implantaten vorhanden, die kein Canstatin enthielten. Unter Canstatin-Behandlung
war die Anzahl der Helix-dhnliche GefaRe ipsilateral deutlich reduziert (schwarze Pfeile: Helix-dhnliche
GefalRe). (B) Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Anzahl der Helix-
ahnlichen Gefdlle. Die Helix-ahnlichen GefaRe wurden an Tag 3 nach der OP unter Einfluss mit und
ohne Canstatin quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die Gefdlneubildung in 6 Mausen aus drei
Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Fir die statistischen Analysen
wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur
angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteiltin p £ 0,05, p £ 0,01 und p £0,001 und mit *, **
oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (N =3)....ccccoiiiiie i 120
Abbildung 48: Einfluss von Canstatin auf die RASF-induzierten Helix-dhnlichen GefaRe im SCID-Maus-
Modell der RA in ipsilateralen und kontralateralen Implantaten nach 24 (A) und 45 Tagen (B).
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Anzahl der Helix-dhnlichen
Gefalle. Die Helix-ahnlichen Gefalle wurden an Tag 24 und 45 nach der OP unter Einfluss mit und ohne
Canstatin (Can) quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die GefdBneubildung in 6 Ma&usen aus drei
Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Fiir die statistischen Analysen
wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-Korrektur
angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteiltin p £ 0,05, p <0,01 und p £0,001 und mit *, **
oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (N =3)....cccceeiiiii e 121
Abbildung 49: Kinetik der RASF-vermittelten Entstehung von Helix-dhnlichen GefdlRen in einem
Zeitraum von 45 Tagen unter Einfluss von Canstatin. Dargestellt ist der Mittelwert (:tSEM) der Anzahl
der Helix-dhnlichen GefaRe in ipsilateralen Implantaten mit und ohne Canstatin. Die Helix-dhnlichen
Gefdlle wurdenanTag 3, 6,9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45 nach der OP quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde
die GefdaBneubildung in 6 Mausen aus drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-
Patienten analysiert. © Anzahl der Helix-dhnlichen GefdRe an ipsilateralen Implantaten, die kein
Canstatin enthielten; m Anzahl der Helix-dhnlichen Gefal3e an ipsilateralen Implantaten unter Einfluss
VON CaNSEATIN. .ttt ettt ettt e e e e e e bbbttt e e e e e e s an b b beeeeee e e e nnbebeeeeeeeeaanrreeeeeeeeeeannrnee 122
Abbildung 50: Kinetik der Invasion der RASF in den Knorpel im SCID-Maus-Modell der RA in einem
Zeitraum von 12-45 Tagen unter Einfluss von Canstatin. Die Invasion in den Knorpel wurde an Tag 12,
18, 24, 30, 40 und 45 Tage nach der OP unter Einfluss von Canstatin quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde
die Invasion von jeweils 4 Mausen (n = 2) evaluiert. Dargestellt ist der Mittelwert inkl.
Standardabweichung der Invasion aus jeweils 4 Mausen (n = 2). Die Invasion wurde ipsilateral und
kontralateral ab Tag 12 initiiert und steigerte sich bis Tag 45, wobei die Steigerung in kontralaterale
Knorpel zeitverzogert erfolgte. o Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel; m Invasion der RASF in
kontralaterale Knorpel, jeweils unter Einfluss von Canstatin. ...........ccceecvieeeeiiiieecciiee e 123
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Abbildung 51: Kinetik der Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel im SCID-Maus-Modell der RA in
einem Zeitraum von 12-45 Tagen mit und ohne Einfluss von Canstatin. Die Invasion in den Knorpel
wurde an Tag 12, 18, 24, 30, 40 und 45 Tage nach der OP mit und ohne Einfluss von Canstatin (Can)
quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die Invasion von jeweils 4 Mausen aus 2 Tierserien evaluiert.
(A) Dargestellt ist der Mittelwert inkl. Standardabweichung der Invasion aus jeweils 4 Mausen (n = 2).
Die Kinetik der Invasion der RASF unter Einfluss von Canstatin war vergleichbar mit der Invasion der
RASF ohne Einfluss von Canstatin. o Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel ohne Canstatin; m
Invasion der RASF in ipsilaterale Knorpel unter Einfluss von Canstatin. (B) Die Invasion der RASF wurde
an Tag 45 nach der OP mit und ohne Canstatin quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurde die Invasion der RASF
in 6 Mausen aus drei Experimenten mit RASF aus 3 unterschiedlichen RA-Patienten analysiert. Pro
Maus wurden jeweils 1-2 Knorpel ipsilateral und kontralateral evaluiert. Die statistischen Analysen
wurden mit dem H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt und die Dunn’s-Multiparameter-
Korrektur angewendet, n.s.: nicht signifikant (N =3). ..o e 124
Abbildung 52: Angiopoietin-2 unter Einfluss von Canstatin in ipsilateralen SCID-Maus-Implantaten.
Dargestellt ist die ANGPT2-Expression im SCID-Maus-Modell der RA in einem Zeitraum von 3-12 Tagen
mit und ohne Einfluss von Canstatin. Die ANGPT2-Expression war unter Einfluss von Canstatin an Tag
3 und 6 starker im Vergleich zu Implantaten, die kein Canstatin enthielten. Pro Zeitpunkt wurde die
ANGPT2-Expression in ipsilateralen Implantaten mit und ohne Canstatin von jeweils 1-2 Mausen
evaluiert. Zusatzlich wurde fiir die Evaluation eine CD31-Farbung der EZ durchgefiihrt. Folgender Score
wurde fiir die Quantifizierung der ANGPT2-Expression in den Blutgefdallen angewendet: 0 = ANGPT2-
negativ; 1 = ANGPT2-positiv, CD31-Farbung iberwiegt; 2 = ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal identisch
zu CD31; 3 = ANGPT2-positiv, ANGPT2-Signal Uberwiegt CD31-Farbung. o ANGPT2-Expression in
ipsilateralen Implantaten ohne Canstatin; m ANGPT2-Expression in ipsilateralen Implantaten unter
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Abbildung 53: Anzahl Helix-dhnlicher GefdRe an Tag 3 (links) und Tag 6 (rechts) nach der OP.
Dargestellt ist der Mittelwert inkl. Standardabweichung der Anzahl der Helix-dhnlichen Gefal3e in
ipsilateralen und kontralateralen Implantaten an Tag 3 mit (n = 3) und ohne RASF-Implantation (n = 1).
Nach RASF-Implantation waren mehr Helix-dhnliche Gefalle vorhanden im Vergleich zur Implantation
ONNE RASF ... ettt e et e et e e et e e e su et e st e e e beeesatee s seeessteeaaseeeasteeenseeannteeanseeensseesnteeebeeeanseeanns 128
Abbildung 54: IL-6-Sekretion im Verlauf der repetitiven Stimulierung der RASF mit TNFa. Die RASF
wurden 3-mal fiur jeweils 16 h mit 0,05 ng/ml TNFa stimuliert, zwischen den Stimulierungsphasen
erhielten die Zellen eine jeweils 8-stiindige Erholungsphase. Die Aktivierung der RASF wurde mittels
IL-6 ELISA nachgewiesen. Die erste Stimulierung (= 1. Puls) zeigte wie erwartet eine Induktion der IL-6-
Sekretion im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle (Ktr). Die zwei- und dreimalige Stimulierung (=
2. und 3. Puls) bewirkte eine dhnliche IL-6-Sekretion im Vergleich zum 1. Puls. Dargestellt sind die
Mittelwerte 3 technischer Replikate (n=1) mit ihren Standardabweichungen. .......c...cccceevvverreenen. 170
Abbildung 55: Stimulierung der RASF mit Endostatin (A), Tumstatin (B), Arresten (C) und Canstatin (D).
(A) Endostatin: Die RASF wurden mit 0,1 pug/ml Endostatin (Endo) fir 24 h stimuliert. Morphologisch
zeigte sich ein leichter Proliferationsunterschied zur unstimulierten Kontrolle. Die Aktivierung der RASF
wurde mittels Bestimmung der IL-6-Konzentration im Uberstand bestimmt. Endostatin bewirkte keine
erhdhte IL-6-Sekretion der RASF. (B) Tumstatin: Die RASF wurden mit 2 pg/ml Tumstatin stimuliert.
Morphologisch zeigte sich ein Proliferationsunterschied zur unstimulierten Kontrolle. Tumstatin
bewirkte eine erhohte, nicht signifikante, IL-6-Sekretion der RASF. (C) Arresten mit dem Lésemittel
20mM Tris, 150mM NaCl (pH = 8.0). Die RASF wurden mit 5 pg/ml Arresten stimuliert. Morphologisch
zeigte sich mit Arresten sowie der Losemittelkontrolle (LM Ktr) ein grofRer Proliferationsunterschied
zur unstimulierten Kontrolle. Arresten bewirkte im Gegensatz zur LM Ktr eine signifikante IL-6-
Sekretion der RASF (p = 0,02). (D) Canstatin: Die RASF wurden mit 0,2 und 0,5 pug/ml Canstatin fiir 24 h
stimuliert. Morphologisch zeigten sich nach der Stimulierung mit Canstatin vermehrt kugelférmige
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Zellen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, was auf vermehrte Apoptose hindeutet. Beide
Canstatin-Konzentrationen bewirkten eine signifikante IL-6-Sekretion der RASF (p = 0,002 und
p=0,006). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der IL-6-Konzentrationen inkl.
Standardabweichungen. Fir die statistischen Analysen wurde fiir Endostatin und Tumstatin der Mann
Whitney U-Test, flir Arresten und Canstatin der H-Test nach Kruskal und Wallis inkl. der Dunn’s
Multiparamter-Korrektur angewendet. Die Signifikanzniveaus wurden unterteilt in p < 0,05, p < 0,01
und p £ 0,001 und mit *, ** oder *** gekennzeichnet, n.s.: nicht signifikant (n =3). .......ccceeueeenee. 171
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