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1. Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis (RA) stellt mit einer Pridvalenz von ca. 1-2% die héufigste
chronisch entziindliche Gelenkerkrankung dar. Durch den chronischen Charakter und die
fehlenden kurativen Behandlungsmoglichkeiten schreitet die Arthritis voran und ist mit einem
groflen Leidensdruck fiir den Patienten verbunden. In schweren Verlaufsformen fiihrt die RA
bereits nach kurzer Dauer zu Invaliditdt und Arbeitsunfiahigkeit des Betroffenen.

Atiologie und Pathogenese der Erkrankung werden im Kreise der Autoimmunerkrankungen
diskutiert, sind aber trotz intensiver Forschung noch weitgehend unklar. Schliisselpunkt der
Pathogenese ist die Entziindung der Synovialis. Die resultierende Synovialitis ist
Ausgangspunkt eines invasiv und aggressiv wachsenden Gelenkpannus. Die synoviale
Mikrozirkulation und im Besonderen das Gefdendothel nimmt durch die Funktionen der
Zytokinproduktion, Antigenprésentation sowie Leukozytenrekrutierung eine zentrale Stellung
ein und ist entscheidend an der Entstehung und Progression des entziindlichen Prozesses
beteiligt.

Ziel der in vivo Studie war zunichst, die synoviale Mikrozirkulation des Kniegelenkes mittels
hochauflosender Multifluoreszenz-Mikroskopie in zwei murinen Arthritismodellen wihrend
der frithen Entwicklungsphase zu charakterisieren. In einem néichsten Schritt galt es, die
therapeutische Wirksamkeit rekombinant-hergestellter humaner Antileukoproteinase (ALP),
einem physiologischen Inhibitor granulozytirer Serinproteasen, nach Arthritisinduktion
intravitalmikroskopisch zu untersuchen.

Im ersten Versuchsabschnitt wurde die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in verschiedenen
Mausstammen angewandt. Die Immunisierung der FVB/NJ, TCR und DBA1/J Méuse (n=48)
erfolgte durch eine intradermale Kollagenapplikation (125 pg Kollagen). Des Weiteren wurde
das Modell der Anti-Kollagen II Antikorper-induzierten Arthritis (CAIA) genutzt. DBA1/J
Miuse (n=16) erhielten ein Gemisch aus zwei monoklonalen Antikdrpern gegen Kollagen II
(CAIA, 750pg K-mAb), welches i.v. iiber die Schwanzvene appliziert wurde. Sechs Wochen
nach Kollagenimmunisierung bzw. 24 Stunden nach Antikorperexposition wurden die Tiere
narkotisiert (Ketamin/Xylazin-Anésthesie 90mg/25mg pro kg/KG) und die Synovialis des
Kniegelenkes nach Durchtrennung der Patellarsehne fiir die Fluoreszenzmikroskopie
exponiert. Trotz Abwesenheit klinisch erfassbarer, arthritischer Gelenkverdnderungen trat in
den suszeptiblen Mausstimmen (TCR, DBA1/J) nach Arthritisinduktion eine massive zelludre

Immunantwort, einhergehend mit gesteigerter Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, auf.
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Kontrolltiere, welche mit dquimolaren Volumen Komplettes Freund'sches Adjuvans (CFA)
bzw. “phospate buffered saline (PBS) behandelt wurden, sowie der Arthritis-resistente
Mausstamm FVB/NJ zeigten statistisch  signifikant niedrigere inflammatorische
Zellinteraktionen. Die synoviale BlutzellflieBgeschwindigkeit war nach Arthritisinduktion im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen reduziert.

Das Ziel des zweiten Versuchsabschnitts war die Analyse der therapeutischen Wirksamkeit
von ALP im Modell der CAIA. Konkordant zum Versuchsabschnitt I wurden DBA1/J Miuse
(n=56) durch Injektion eines Anti-Kollagen Antikoérper-Cocktails (i.v.) immunisiert.
Zeitgleich zur Antikorper-Exposition erhielten die Tiere ALP i.p. in unterschiedlicher
Dosierung (100pug oder 300ug). Als Kontrolle dienten Tiere, welche nur die Tragerlosung
PBS in dquivalenten Volumina erhielten. Zu allen untersuchten Zeitpunkten, d.h. nach 6, 24
und 72 Stunden, konnte ALP die gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion nach
Antikorper-Exposition signifikant reduzieren. Der blockierende Effekt von ALP auf die
Leukozyteninteraktion mit der GefdBwandintima bezog sich sowohl auf das Rolling als auch
auf die feste Adhidsion. Im Vergleich zur Standarddosis von 100pg ALP zeigte die
Dosissteigerung auf 300ug keine Zunahme der leukozytiren Hemmung. Auffillig war nach
ALP-Behandlung, vor allem nach Applikation von 300png ALP, eine Reduktion der
BlutzellflieBgeschwindigkeit und der funktionellen Kapillardichte.

In der vorliegenden Arbeit konnte intravitalmikroskopisch in zwei etablierten und
vielgenutzten Arthritismodellen eindrucksvoll die Entziindungsreaktion der synovialen
Kniegelenksschleimhaut noch vor dem Auftreten einer klinischen Symptomatik gezeigt
werden. Weiterhin konnten wir in einem Antikorper-induzierten Arthritismodell zeigen, dass
die Applikation von ALP die synoviale Entziindungsreaktion, welche mit einer gesteigerten
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion einhergeht, wahrend der frithen Arthritisphase effektiv
vermindert. ALP konnte eine vielversprechende und neue Therapieoption zur Blockade der
Leukozytenextravasation in der Behandlung von Gelenkentziindungen darstellen, zumal ALP
aufgrund des niedrigen Molekulargewichtes (11kd) und seiner kationischen Natur
praferentiell im Knorpel akkumuliert und dort zusétzlich proteaseinhibitorische

Schutzwirkungen erfiillen kann.
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2. Summary

With a prevalence of 1-2%, rheumatoid arthritis (RA) represents the most common
inflammatory joint disease. Because of its chronical character and the lack of curative
therapies RA proceeds and leads to disability even in younger.

The aetiology and pathogenesis of this disease are discussed as an autoimmune disease
however, despite intensive investigations the exact mechanisms remain unclear. The crucial
point of the pathogenesis is the synovial inflammation resulting in an invasively and
aggressively growing pannus tissue. The vascular endothelium and the microcirculation,
including cytokine production, antigen presentation and leukocyte-endothelial cell
interactions play a significant role during the initiation and progress of this inflammatory
process.

The aim of the present in vivo study was to characterize the synovial microcirculation of the
knee joint using high resolution multifluorescence microscopy in two murine arthritis models.
The second step was to evaluate the therapeutic efficacy of recombinant human
antileukoproteinase (ALP), a physiological inhibitor of granulocytic serine proteases, after
induction of arthritis.

First, we used the models of collagen-induced arthritis (CIA) and the anti-collagen II
antibody-induced arthritis (CAIA). FVB/NJ, TCR and DBA1/J mice were immunized (n=56)
either by intradermal bovine collagen-application (CIA, 125ug Collagen) or by i.v. injection
of two monoclonal antibodies against collagen II (CAIA, 750pg m-Ab). Early after
immunization the mice were anesthetized (ketamin/xylazin-anaesthesia 90/25mg pro/kg body
weight) and the synovial tissue of the knee joint was microsurgically exposed by a transversal
cut of the patella tendon for subsequent fluorescence microscopy. Although clinical signs of
arthritis disease could not be observed in the joints, induction of arthritis caused a massive
inflammatory cell response in susceptible mouse strains (TCR, DBA1/J), associated with
enhanced leukocyte-endothelial cell interactions. Control mice pretreated with equivalent
volumes of complete Freund's adjuvant (CFA) or “phospate buffered saline” (PBS) as well as
the arthritis resistant mousestrain FVB/NJ showed statistical significantly reduced
inflammatory cell interactions. Furthermore venular red blood cell velocity showed marked
reduction during the initiation of arthtitis in comparison with control conditions.

To analyze the therapeutic effect of ALP, the CAIA was induced in DBA1/J mice (n=56) by

injection of an antibody-cocktail. At the same time animals received an i.p. injection of ALP
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(100ug/300png). Equal volumes of phosphate buffered saline (PBS) were used in
controlanimals. At all observation time points, ie. after 6, 24 or 72 hours, the antibody-
exposure caused a massive synovial inflammation with increased leukocyte-endothelial cell
interaction that could markedly be suppressed by pretreatment with ALP. This blocking effect
of ALP was observed in both, the initial rolling and the firm adhesion of leukocytes to the
venular endothelium. A higher dose of 300ug ALP in comparison with the standard dose of
100pg did not increase the anti-adhesive action. Regarding microhaemodynamics
pretreatment with ALP, especially after 300pug, reduces the venular red blood cell velocity
und functional capillary density.

Our investigations clearly demonstrate an increased inflammatory cell reaction to the synovial
vessel lining during the phase of initiation in absence of clinical signs in two established
models for RA. Furthermore we could show in an antibody-induced model of arthritis, that
application of ALP markedly suppresses the enhanced leukocyte-endothelial cell interaction.
Our data suggest that the development of new therapeutic interventions for RA may focus on
the onset of disease and not on the chronic phase. Early inhibition of inflammatory
microcirculatory dysfunction results in a decreased cellular joint infiltration of leukocytes and
thus may inhibit pannus formation. ALP might represent a useful option for blocking
leukocyte extravasation in therapy of joint inflammation, because its low molecular weight
(11kd) and its cationic nature predispose for specific accumulation in cartilage and exerts

additional antiprotease activities.
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3. Einleitung

3.1. Rheumatoide Arthritis

Prdévalenz und Klinik. Bei der rheumatoiden Arthritis (RA, chronische Polyarthritis) handelt
es sich um eine chronische, inflammatorische Multisystemerkrankung mit dem
charakteristischen Befund einer persistierenden Synovialitis, die fortschreitend alle Gelenke
des menschlichen Organismus befallen kann. Die synoviale Entziindung im Rahmen der RA
fiihrt tiber eine granulierende, proliferierende Synovialitis (Pannus) zur Knorpeldestruktion
und Knochenerosion mit konsekutiven Gelenkdeformationen (Sewell & Trendham 1993,
Abb. 1).

Mit einer weltweiten Prévalenz von 1-2% stellt die RA die hiufigste entziindlich
rheumatische Erkrankung dar. Bei einem typischen Beginn der Erkrankung zwischen dem 35.
und 45. Lebensjahr sind Frauen ca. 3 mal hiufiger betroffen als Ménner (Lipsky 1999). Fiir
Patienten stehen die schmerzhaften Verdnderungen der Gelenke mit klassischer
Morgensteifigkeit im Vordergrund. Bevorzugt werden symmetrisch die Finger-, Zehen-,
Hand- und FuBigelenke befallen. Die Gelenkverdnderungen werden von unspezifischen,
allgemeinen Symptomen wie Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust und subfebrilen
Temperaturen flankiert. Die Auspridgung der RA gestaltet sich sehr variabel und verlauft
meist in Schiiben. Dabei konnen nur wenige Gelenke mit einer minimalen Destruktion
beteiligt sein bis hin zu einer rasch progressiven Polyarthritis mit kompletter Zerstérung der
betroffenen Gelenke. Nach 10-12 Jahren weisen mehr als 80% der Patienten eine
Einschrankung der Gelenkfunktion oder teilweise auch komplette Gelenkdestruktionen auf. In
tiber 70% zeigen sich bei Patienten mit aktiver, progressiver RA bereits 2 Jahre nach
Diagnosestellung radiologische Gelenkschdden (van det Heijde et al. 1992; Plant et al. 1994;
Scott 2000).

Die Diagnosestellung ist mitunter schwierig, da insbesondere im Frithstadium mit dem
Leitsymptom der schmerzhaften Gelenkschwellung leicht Verwechselungen mit anderen
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises (Morbus Bechterew, Sjogren Syndrom,
Polymyositis, systemische Sklerose) auftreten konnen. Daher entwickelte das American
College of Rheumatology (ACR) 1987 ein Kriterienkatalog, der heute weltweit zur
Klassifikation der RA dient (Arnett et al. 1988). Wenn der Patient mindestens 4 der 7
folgenden ACR-Kriterien (Kriterien 1-4 fiir mind. 6 Wochen) erfiillt, gilt die Diagnose der
RA als wahrscheinlich:
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1) Morgensteifigkeit der Gelenke von mind. 1 Stunde Dauer

2) Entziindung, Schwellungen oder Fliissigkeitsansammlungen an mind. 3 Gelenken

3) Entziindung, Schmerzen oder Schwellung an mind. einem Hand- oder Fingergelenk

4) Symmetrische Arthritis

5) Subkutane Rheumaknoten

6) Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

7) Typische Rontgenverdnderungen der Hand- und Fingergelenke (z.B. gelenknahe

Osteoporose, Erosionen).

Unterstiitzend werden vor allem im Verlauf und zur Beurteilung der Krankheitsaktivitéit
unspezifische serologische Parameter, wie das C-reaktive Protein (CRP) und die

Blutsenkgeschwindigkeit (BSG), herangezogen.

gesundes Gelenk rheumatisches Gelenk

. ‘l"ii entziindete Synovialmembran
Pannus

Abbildung 1: Morphologische Gelenkveranderungen bei der RA. Querschnitt durch ein Gelenk einer gesunden
Person (links) und eines RA-Patienten (rechts); rheuma-online.de

Muskel, Sehnen, Bander
Bindegewebe

Synovialis
Synovialkammer mit Synovialflissigkeit

el

Knorpel

Knochen

Atiologie und Pathogenese. Die Atiologie der RA ist bereits vielfach diskutiert und untersucht
worden. Man geht von einem komplexen multifaktoriellen Geschehen in einem genetisch
pradisponierten Organismus aus. (Burkhardt und Moller 2003). So haben Zwillingsstudien
gezeigt, dass der Einflup von genetischen Faktoren wahrscheinlich ist. Die vorrangig zur
Krankheitsdisposition beitragende erbliche Komponente liegt im HLA-DR-Locus. Patienten
mit RA exprimieren priferentiell HLA-DR4 Allele (Cornelis et al. 1998; Griffits et al. 1999;
Fugger & Svejgaard 2000). Weiterhin besteht eine Assoziation mit spezifischen Major
Histokompatibility Komplex (MHC) Klasse II Molekiilen, die bei der Antigenpridsentation
gegeniiber den T-Lymphozyten beteiligt sind (Gregerson 1987). Zusitzlich wurde der Einfluf3
von Nicht-MHC-Genen auf die RA postuliert (Becker 1998).

Kritisch diskutiert wird die Hypothese einer Infektionsitiologie der RA. Viren, Bakterien

sowie bakterielle Superantigene stehen unter Verdacht, als auslosende exogene Antigene die
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RA zu triggern (Sieper et al. 2001). Moglich ist eine immunologische Kreuzreaktivitit
zwischen  viralen  bzw.  bakteriellen = Antigendeterminanten  und  autologen
Strukturkomponenten des Gelenkes, die eine von B- und T-Lymphozyten getragene,
arthritogene Autoimmunitit implizieren (Sakkas 1994). Ein alternatives Erkldarungsmodell
basiert auf dem durch persistierende Gelenkinfektionen mikrobiell verdnderten
Zytokinmillieu als Trigger v.a. der adaptiven Immunantwort. Definierte kausale Erreger, wie
bei der Lyme-Arthritis oder reaktiven Arthritiden, konnten jedoch noch nicht belegt werden
(Choy und Panayi 2001; Burkhardt und Méller 2003).

Neben exogenen Antigenen wurde in der Pathogenese der RA auch die Bedeutung der
immunologischen Erkennung autologer Determinanten vielfach diskutiert. Dabei scheint die
gestorte Autoimmunitdt vor allem wihrend der Perpetuationsphase der RA eine Rolle zu
spielen. Ein relevantes Autoantigen ist das knorpelspezifische Kollagen Typ II (CII). Die
zundchst im Tiermodell demonstrierte priferentielle Erkennung physiologischer Sequenzen
des Kollagenmolekiils durch autoreaktive T-Zellen, gefolgt von einer B-Zellaktivierung mit
Antikorperbildung, konnte kiirzlich auch fiir humane T-Zellen in Patienten mit RA gezeigt
werden (Tarkowski et al. 1989; Terato et al. 1990; Cook et al. 1996; Cremer et al. 1998;
Bécklund et al. 2002; Burkhardt et al. 2002).

Die Integration vieler pathognomischer Aspekte ergibt das komplexe Bild einer Erkrankung,
deren Phénotyp einer polygenen Beeinflussung unterliegt und im zeitlichen Verlauf grofen
Variationen unterworfen ist. Initial wird wahrscheinlich durch einen exogenen Faktor, evtl.
ein infektioses Agens, ein Autoimmunproze3 angestoen, der in seiner T-Zell-Antwort in
Richtung eines Thl-Phdnotyps polarisiert ist und sich primidr gegen gelenkspezifische
Antigene wendet. Die Thl-assoziierte Immunantwort wird durch eine zelluldre Aktivierung
v.a. von Makrophagen und dendritischen Zellen geprdgt und durch die Zytokine IL-1 und
TNF-a dominiert (Firestein 2003). Die initiierte Entziindungskaskade fiihrt {iber eine
gesteigerte Expression zelluldrer Adhédsionsmolekiille zu einer Storung der synovialen
Mikrozirkulation mit gesteigerter Leukozytenrekrutierung. Die emigrierten Leukozyten
fordern und unterhalten durch Ausschiittung lysosomaler Enzyme, wie Proteasen, Hydrolasen
und Kollagenasen den lokalen EntziindungsprozeB und tragen damit zur irreversiblen
Degradierung des Knorpels bei (Feldmann et al. 1996). Weiterhin bewirkt die persistierende
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine im Gelenk eine Stabilisierung des chronischen
Entziindungsprozesses in Richtung der gewebsdestruierenden Endstrecke, die nunmehr gering

parakrinen Regulationsmechanismen unterliegt.
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Therapie. Eine kurative Behandlungsmoglichkeit der RA ist bis heute nicht bekannt. Mit dem
Ziel, die Schmerzen zu lindern und das Fortschreiten der entziindlichen Gelenkdestruktion
hinauszuzodgern, sollte moglichst frithzeitig eine multimodale Therapie eingeleitet werden.
Stiitzpfeiler der lebenslangen Behandlung bildet die pharmakologische Stufentherapie
begleitet von physikalischen MaBBnahmen, die den funktionellen Erhalt erkrankter Gelenke
unterstiitzen sollen. Bei Therapieresistenz stehen operative Eingriffe z.B. Synovektomie und
prothetischer Gelenkersatz, Strahlentherapie sowie alternative Heilmethoden zur Verfiigung
(O'Dell 2004).

In Abhingigkeit von dem Erkrankungsstadium, der aktuellen Beschwerdesymptomatik des
Patienten und der individuellen Nebenwirkungen kommen verschiedene Pharmaka zum
Einsatz. Die Basis bilden Immunosuppressiva, die sog. disease modifying antirheumatic drugs
(DMARDs), wie D-Penicillamin, Methotrexat und Cyclosporin. Die nichtsteroidalen
Antirheumatika (NSAR), wie z.B. Acetylsalicylsdure, Ibuprofen, Indomethacin einschlielich
der selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitoren sind, ebenso wie die Kortikosteroide, Phasen
gesteigerter entziindlicher Aktivitit vorbehalten (Willburger et al. 2006). Diese Substanzen
wirken antiphlogistisch, analgetisch und antipyretisch. Weitere Verwendung finden die sog.
Biologica, die rekombinanten Varianten natiirlich vorkommender inhibitorischer Proteine
(Drosos 2002). Dazu zihlen die Anti-TNF-a-Therapeutika, wie Eternacept, Infliximab oder
Adalimumab. Hohe TNF-a Konzentrationen im Synovialgewebe, sezerniert durch aktivierte
Entziindungszellen, korrelieren mit lokalen, chondralen und ossdren Erosionen und sind
Ansatzpunkt der Anti-TNF-a Therapie (Willburger et al. 2006). Ebenfalls in die Gruppe der
Biologica fallen die Anti-IL-1B-Therapeutika (z.B. Anakinra). Diese neuen Medikamente
verhindern durch Rezeptorblockade die IL-1 abhédngige Aktivierung entsprechender
Zielzellen (Brenishan et al. 1998).

Trotz intensiver Behandlung ist ein Voranschreiten der Erkrankung oft nicht aufzuhalten und
bedingt hédufig eine frithzeitige Invaliditit des Patienten. Zusitzlich erzeugt die
medikamentdse Therapie ein hohes Autkommen an teilweise schweren Nebenwirkungen, wie
z.B. gastrointestinale Ulzera und deren Blutungskomplikationen, Nieren- und Leber-
schiddigungen, Panzytopenien bei Knochenmarksdepressionen sowie eine Abwehrschwiche
mit zum Teil schweren viralen Infektionen.

Neben den hohen Behandlungskosten und soziookonomischen Folgen der Erkrankung durch
Schmerz, Invaliditidt und Berufsunfihigkeit erfordern v.a. die individuellen Einschrankungen
der Lebensqualitit sowie eine reduzierte Lebenserwartung des Betroffenen eine intensive

Erforschung der RA und die Entwicklung neuer Therapieansitze.
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3.2. Synoviale Mikrozirkulation

Das normale Synovium ist eine relativ azelluldre Struktur, bestehend aus einer Schicht
Synoviozyten (Synovialmembran) und einer extrazelluliren Matrix, wo Blutgefille,
Fettzellen, Fibroblasten und selten mononukledre Zellen zu finden sind (Henderson &
Edwards 1987). Die Bedeutung der Synovialis liegt in der Sezernierung der
Synovialfliissigkeit, wodurch neben der Funktion als Gleitmittel insbesondere die nutritive
Versorgung des gefdBlosen Gelenkknorpels sichergestellt wird. Die etwa 60um diinne
Synovialschicht des humanen Kniegelenkes mit einem Volumen von ca. 1,6cm’ versorgt ein
ca. 20fach hoheres Knorpelvolumen (Stevens et al. 1991). Um den Fliissigkeitsaustausch und
die damit verbundene Néhrstoffversorgung des Gelenkknorpels zu gewéhrleisten, besteht ein
hoher synovialer BlutfluB und die kapillare Dichte der Kniegelenksschleimhaut ist im
Vergleich zum Muskelgewebe ca. 3fach erhoht. Die nahe Lokalisation der Kapillaren zur
Gelenkhohle und die ebenfalls auf die Gelenkhohle gerichtete Fenestration sind weitere
wichtige architektonisch adaptive Eigenschaften des kapillaren Netzwerkes zur Sicherstellung
der nutritiven Funktion (Levick & Smaje 1987).

Die entziindete Synovialmembran verdickt sich um ein vielfaches und ist durch eine hohe
Zellinfiltration, von Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und Lymphozyten
gekennzeichnet. Die Synovitis wird durch die mikrovaskulidre Akkumulation von Leukozyten
und deren Adhédrenz am mikrovaskuldren Endothel initiiert. Daran schlieBt sich eine gezielte
Emigration der Leukozyten ins perivaskuldre Gewebe mit Triggerung lokaler leukozytirer
Entziindungsreaktionen an. Von dieser granulierenden, proliferierenden Synovialis (Pannus)
wird der Knorpel schlielich tiberwuchert und zersetzt (Cunnane et al. 1998).

Die Wanderung der Leukozyten durch das Geféllendothel, auch als Diapedese bezeichnet, ist
ein komplexer, mehrstufiger Vorgang. Dabei unterscheidet man die Aktivierung, das
»Rolling®, die Adhision und die Auswanderung der Leukozyten. Entscheidend beeinflusst
wird die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion von Adhéisionsmolekiilen (Yadaf et al. 2003).
Hierzu zéhlen die Selektine, Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie. Der GefdBaustritt
wird durch Selektine eingeleitet, die infolge einer Stimulation, wie z.B. durch Zytokine oder
LPS vermehrt exprimiert werden. Leukozyten priasentieren L-Selektine und Endothelzellen
die E-Selektine. P-Selektine werden an der Oberfliche von Thrombozyten und in geringem
Male auf Endothelzellen préasentiert (Vestweber & Blanks 1999; Mannson et al. 2000). Die
Wechselwirkung der Selektine mit korrespondierenden Glykoproteinen auf den Partnerzellen

filhrt zu einer transienten Interaktion zwischen Leukozyten oder Thrombozyten mit der
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Gefiwand, dem sog. ,,Rolling“. Resultat der Selektin-vermittelten losen Interaktionen ist
eine verminderte FlieBgeschwindigkeit der Leukozyten im Blutstrom (Lawrence & Springer
1991). Die feste Anheftung der Leukozyten an das Gefdlendothel wird durch Integrine
vermittelt. Integrine sind eine Familie heterogener Glykoproteine und setzen sich aus je einer
a- und B-Kette zusammen. Anhand der B-Kette erfolgt die Einteilung der Integrine (Albelda
& Buck 1990). Die f2-Subfamilie wird nur auf Leukozyten exprimiert. Vor allem die [(2-
Integrine LFA und MAC-1 sind von besonderer Bedeutung fiir entziindliche Prozesse (Hynes
2002). Nach Stimulation z.B. durch Chemokine oder proinflammatorische Zytokine (TNF-q,
II-1B) werden die in zytoplasmatischen Granula gespeicherten Molekiile rasch auf der
Leukozytenoberfliche exprimiert (Lentsch & Ward 2000). Aktivierte Integrine weisen eine
erhohte Affinitdt gegeniiber ihren Liganden auf der Oberfliche von Endothelzellen auf
(Ginsberg et al. 1992; Liberek et al. 2004). Zu den endothelialen Liganden der leukozytdren
Integrine zdhlen ICAM, VCAM und PECAM. Diese interagierenden endothelialen
Adhisionsmolekiile gehoren der Immunglobulin-Superfamilie an. Die feste Bindung der
Leukozyten an das Gefdllendothel beendet das Rolling und ermdoglicht den Leukozyten, am
ndchsten Interzellularspalt zwischen den Endothelzellen hindurch zu treten. Damit die
Durchquerung des Endothels erfolgen kann, muss die Integrin-vermittelte Adhésion der
Leukozyten an endotheliale Adhédsionsmolekiille wieder gelost werden. Die genauen
molekularen Ablaufe dieses Schrittes sind noch unklar (Muller et al. 1993; Norman & Hickey
2005; Barreiro et al. 2007; Vestweber 2007; Abb. 2). Die anschlieBende gezielte Wanderung
der Leukozyten durch das Gewebe verlduft zum einen entlang eines Konzentrationsgradienten
aus Chemokinen, die von aktivierten Zellen am Entziindungsherd sezerniert werden, aber
auch getriggert durch chemotaktische Faktoren, wie aktivierte Komplementfaktoren (C5a),

PAF oder Eicosanoide (Taub 1996).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Leukozytendiapedese.

Proinflammatorische Zytokine vemitteln Zell-Zell-Kontakte durch Anregung der Expression
von Adhidsionsmolekiilen und nehmen dadurch eine zentrale Rolle bei der
Leukozytendiapedese ein (Springer 1990; Shong et al. 1994; Ward et al. 1994). Zytokine
werden von aktivierten Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
Endothelzellen, in das umgebende Medium abgegeben oder bleiben als Membranproteine in
der Zellwand verankert. Sie konnen eine Vielzahl von Zelltypen beeinflussen
(Pleotropismus). Zytokine binden mit hoher Affinitét an spezifische Rezeptoren der Zielzellen
und induzieren dadurch eine gesteigerte Transkription von Genen, welche die Zielzelle mit
besonderen Fahigkeiten und Funktionen ausstattet (Abbas et al. 1997; Rieber 1995). Im
Besonderen wurde die Aktivierung des nukledren Trankriptionsfaktors NFkB durch viele
Studien fokussiert. Es ist bekannt, dass NFkB zahlreiche Gene wie Zytokine, Chemokine,
zelluldre Liganden sowie Adhésionsmolekiile reguliert und somit entscheidenden EinfluB3 auf
die Leukozytenrekrutierung und die Pathogenese der RA nimmt (Fujisawa et al. 1996). Die
wichtigsten proinflammatorischen, d.h. entziindungsfoérdernden Zytokine sind TNF-a, IL-1
und IL-6. Vor allem TNF-a und IL-1 foérdern durch Induktion einer vermehrten Expression
von Adhésionsmolekiilen die Adhédrenz zwischen Granulozyten und Endothelzellen (Gamble

et al. 1985).
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3.3. Tiermodelle

In der Erforschung von Autoimmunerkrankungen spielen Tiermodelle seit Jahrzehnten eine
bedeutende Rolle. Tiermodelle zeigen klinische und histologische Analogien zu menschlichen
Autoimmunerkrankungen. Sie werden insbesondere fiir das Studium von genetischen,
immunologischen und umweltbedingten Faktoren eingesetzt.

Bis heute wurden zahlreiche Tiermodelle zur RA in Kaninchen (Dumonde & Glynn 1962),
Ratten (Cathcart et al. 1986), Affen (Yoo et al. 1988) und Miusen (Courtenay et al. 1980)
entwickelt und etabliert. Eines der ersten Tiermodelle zur RA, welches auch heute noch
vielfach genutzt wird, ist die Adjuvant-induzierte Arthritis. Stoerk und Mitarbeiter (1954)
sowie Pearson und Wood (1959) beobachteten erstmalig nach Adjuvanzinjektion eine
Polyarthritis in Ratten (Stoerk et al. 1954; Pearson & Wood 1959). Ein weiteres, ebenfalls
heute noch vielfach angewandtes Modell ist die Antigen-induzierte Arthritis (AIA). Dabei
wird die Arthritis durch eine intraartikuldre Antigenapplikation ausgelost. Wiahrend Dumond
und Glynn 1962 eine chronische Synovitis in sensibilisierten Kaninchen durch intraartikuldre
Fibrininjektionen induzierten (Dumonde & Glynn 1962), werden heute bovines
Serumalbumin und Ovalbumin, aber auch adjuvantes CII und Bakterienpeptidoglykane zur
Arthritisinduktion verwendet (Cooke & Jasin 1972; Brackertz et al. 1977). Neben den bereits
genannten Modellen existieren weitere anerkannte Arthritismodelle, wie z.B. die
Streptokokken-Zellwand-induzierte Arthritis (Wilder, 1988) oder die Proteoglykan-induzierte
Arthritis, welche sich hinsichtlich ihrer jeweils zu Grunde liegenden Pathophysiologie
unterscheiden (Glant et al. 1987, 2003). Vordergriindig werden Ratten- und Mausmodelle
verwendet. Fiir spezifische Fragestellungen stehen im Besonderen genetisch modifizierte
Mausstdmme zur Verfiigung (Hang et al. 1982; Tanaka et al. 1988).

Das heute meist eingesetzte und bekannteste Mausmodell zur RA ist die Kollagen-induzierte
Arthritis (CIA), welche erstmalig im Jahr 1977 durch Trentham und Mitarbeiter beschrieben
wurde. Dabei wurden zundchst Ratten (Trentham et al. 1977; Hart et al. 1993) und spiter
Miuse (Wooley et al. 1981) und Primaten (Jansson et al. 1998; Hart et al. 1993) mit
homologen oder heterologen CII gelost in Komplettes Freund'sches Adjuvans immunisiert.
Die Immunantwort gegen CII, dem Hauptbestandteil des Gelenkknorpels (Cremer et al. 1998;
Trentham et al. 1977), erzeugt eine Polyarthritis mit allen Facetten der RA (Wooley et al.
1981; Holmdahl 1991). Das Modell der CIA der Maus zeichnet sich durch eine umfangreiche
Charakterisierung der Pathogenese sowie der zugrunde liegenden immunologischen Basis

aus.
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Die Empféinglichkeit und Ausprigung der CIA ist, konkordant zur humanen RA, eng
verkniipft mit den MHC Genen (Wooley et al. 1981, 1985). Nur Mausstimme mit MHC-2
und MHC-2" gelten als sensitiv (Brunsberg et al. 1994; Svensson et al. 1998). Die MHC-
Klasse II Molekiile binden die gleiche CII Peptidregion wie das HLA-DR4 Allel, welches mit
der RA assoziiert wird (Anderson et al 1998). Die genetische Assoziation der CIA mit den
MHC-II Haplotypen H2-A% und H2-A" zeigt die Wichtigkeit von T-Zellen bei der Entstehung
der Autoimmunerkrankung. Dies ist durch Untersuchungen gestiitzt, welche belegen, dass
Maiuse ohne af-T-Zellen komplett resistent gegeniiber der CIA sind (Corthay et al. 1999).
Weiterhin fiihrte eine Behandlung mit monoklonalen Antikorpern gegen T-Zell Rezeptoren
(TCR) zu einer signifikant reduzierten Inzidenz der CIA, was die Bedeutung der TCR-
Expression (VB11.1; VB8.2) hervorhebt (Moder et al. 1992; Maeda et al. 1994). Weitere CIA
assoziierte Gene sind Basigin, FAP, Cathepsin K, CD53, RAF1 und Glukagon (Ibrahim et al.
2002).

Die ClI-Exposition erzeugt eine Polyarthritis, die sowohl dem klinischen als auch dem
histologischen Bild der RA &hnelt (Trentham et al. 1982; Courtenay 1980). Das klinische Bild
wird durch Rotungen, Schwellungen und Odeme der Gelenke geprigt, gefolgt von
Funktionseinschrankungen, Ankylosen und Deformationen. Histologische Charakteristika der
CIA sind Synovialmembranproliferation, Gefdfverdnderungen, inflammatorische Zell-
infiltration und Pannusbildung mit Knorpel- und Knochenzerstérung (Trentham et al. 1977).
Obwohl tiiber den Pathomechanismus der CIA noch immer wenig bekannt ist, haben
verschiedene Studien belegt, dass Assoziationen mit einer Reihe von sowohl humoralen als
auch zelluldren Immunantworten bestehen (Hom et al. 1986; Seki et al. 1988; Holmdahl et al.
1990). Die Immunisierung mit CII bewirkt eine T- und B-Zell-Aktivierung gefolgt von einer
Lymphozytenmigration ins Gelenk. Die Emigration der aktivierten Lymphozyten ins Gewebe
setzt eine Entziindungskaskade in Gang, welche die Aktivierung von Makrophagen,
Monozyten, ortsstindiger Synoviozyten und Fibroblasten beinhaltet (Holmdahl et al. 1991).
Die Bildung von Zytokinen und anderen Mediatoren zusammen mit der fortschreitenden
Zellinfiltration tragen entscheidend zur Initiation und Fortschreiten der CIA bei (Feldmann et
al. 1996).

Bei der Anti-Kollagen Antikorper-induzierten Arthritis (CAIA) wird durch den Transfer von
Cll-spezifischen monoklonalen Antikérpern eine akute Form der Arthritis in gesunden
Miusen induziert. Die CAIA ist ein neues und derzeit intensiv genutztes Tiermodell fiir

Studien zur inflammatorischen Phase der Arthritis.
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Die Bedeutung von Antikoérpern bei der Pathogenese einer autoimmunen Arthritis wurde
sowohl in Tiermodellen als auch bei Patienten mit RA vielfach belegt (Andriopoulos et al.
1976; Beard et al. 1980; Cook et al. 1996). Antikorper gegen CII konnen im Serum und in
Gelenken bei 30-70% der Patienten mit RA in Abhingigkeit vom Stadium der Erkrankung
nachgewiesen werden (Cook et al. 1996). Antikorper gegen CII, welche aus dem Plasma von
Patienten mit RA gereinigt wurden, induzierten nach i.v. Injektion in gesunden Méusen eine
Arthritis (Wooley et al. 1984). Ebenfalls gut dokumentiert ist die Relevanz von CII-
spezifischen Antikorpern wihrend der Progression der CIA (Wooley et al. 1981; Seki et al.
1988). Weitere Studien zeigten, dass hoch empfiangliche Méuse fiir CIA mit einer B-Zell-
Defizienz gegeniiber einer Arthritisentwicklung resistent sind (Svensson et al. 1998). Der
passive Transfer von Serum, Immunglobulinfraktionen und purifizierten CII-Antikorpern
wirkt direkt pathognomisch und induziert eine erosive Arthritis in gesunden Primaten (Stuart
et al. 1982; Stuart & Dixon 1983; Loutis et al. 1988).

Erste Untersuchungen mit einzelnen monoklonalen Antikdrpern erzeugten in DBA/1 Méusen
nur geringe Verdnderungen der Synovialis aber keine makroskopisch sichtbare Arthritis
(Holmdahl et al. 1986). Weitere Studien zeigten eine erhohte Effizienz der Arthritisinduktion
durch den FEinsatz von Kombinationen aus verschiedenen Anti-CII monoklonalen
Antikorpern. Vor allem in Verbindung mit Lipopolysaccharid (LPS) erzeugten verschiedene
Arbeitsgruppen durch Antikorperexposition schwere Arthritiden (Johansson et al. 2001; Itoh
et al. 2002; Kato et al. 2003; Murata et al. 2003; Sehnert et al. 2004, 2006). Dabei kann LPS
als zweiter Immunstimulus genutzt werden, ist aber nicht essentiell fiir die Induktion der
CAIA (Nandakumar et al. 2003b). Am effektivsten hat sich die Kombination aus zwei
spezifischen monoklonalen Antikorpern, CIICI und M2.139, bei der Arthritisinduktion in
Mausen erwiesen. Der aus CII immunisierten DBA/1 Méusen isolierte CIICI Klon produziert
IgG2a Antikorper mit spezifischer Bindung an das C1 Epitop (Holmdahl et al. 1986). Das C1
Epitop bildet das Hauptepitop bei der Antikorperimmunantwort gegen CII, wobei
verschiedene Antikorper unterschiedliche Anteile des Epitops erkennen (Schulte et al. 1998).
Der M2.139 Klon wurde ebenfalls aus DBA/1 Miusen gewonnen und produziert IgG2b
Antikorper, die eine Bindung mit dem J1 Epitop des Kollagenmolekiils eingehen (Mo &
Holmdahl 1996). Beide Antikorper inhibieren in vitro die Kollagenverkniipfung (Gray et al.
2004) und bewirken eine Disorganisation von CII-Fibrillen in der extrazelluldren Matrix
(Amirahmadi et al. 2005).

Im Gegensatz zur RA und der CIA ist die Empfanglichkeit fiir die CAIA unabhingig von
MHC Allelen (Nandakumar et al. 2004). Es sind Assoziationen mit Nicht-MHC Genen
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bekannt. Beispielsweise wurde in B10.Q Maiusen nachgewiesen, dass das Segment RIII S/J
der Chromosomen 10 und 19 die Entwicklung der CAIA signifikant férdert (Nandakumar &
Holmdahl 2005).

Die CAIA verlduft weitestgehend unabhingig von T- und B-Zellen, wobei ein
modulatorischer Effekt insbesondere von T-Zellen nicht ausgeschlossen wird (Nandakumar et
al. 2004; Mitamura et al. 2007). Neutrophile Granulozyten und Makrophagen stellen die
Hauptmediatoren der Inflammation dar (Nandakumar 2003b). Diese werden durch
Interaktionen zwischen den Fc-Fragmenten von ClI-gebundenen Antikérpern und den
zellstandigen Fcy-Rezeptoren aktiviert (Nandakumar et al. 2003a). Weiterhin spielen
Zellaktivierungen, welche durch das Komplementsystem vermittelt werden, eine wichtige
Rolle (Hietala et al. 2004; Nandakumar & Holmdahl 2006).

Nach dem systemischen Antikorpertransfer entwickeln die Méduse in nur wenigen Tagen eine
klinisch symptomatische Arthritis mit Rétung und Schwellung der Gelenke (Nandakumar
2003b). Das histologische Bild der CAIA korreliert mit dem klinischen Bild und ist durch
Synovitis, intraartikuldre Zellinfiltrationen, Pannusformation sowie Knorpel- und
Knochenerosionen charakterisiert. Kennzeichnend fiir die CAIA 1ist eine massive
Gelenkinfiltration durch neutrophile Granulozyten und wenige Makrophagen (Nandakumar
2003b).

Beide Modelle sind etabliert und konnten durch ihren vielfiltigen Einsatz erfolgreich zur
Entschliisselung und dem besseren Verstindnis der RA beitragen. AuBBerdem werden sie

erfolgreich zur Erprobung sowie zum Screening neuer Therapeutika genutzt.
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3.4. Antileukoproteinase

Die Antileukoproteinase (ALP) ist ein hoch basisches, sdurestabiles Polypeptid, welches die
Féahigkeit besitzt zahlreiche inflammatorische Prozesse, insbesondere als Inhibitor der
neutrophilen Serinproteinasen, physiologisch zu hemmen (Griitter et al. 1988).

Extrazelluldre Serinproteinasen werden wihrend der Inflammation durch aktivierte
neutrophile Granulozyten sezerniert und sind verantwortlich flir proteolytische
Gewebeschadigungen. Wichtige Vertreter sind die Elastase und Kathepsin G.
Serinproteinasen sind in verschiedene Erkrankungen, wie z.B. das Lungenemphysem und die
degenerative RA, involviert (Boudier et al. 1984; Wotorek et al. 1988).

Urspriinglich wurde ALP als spezifischer Protektor von proteolytischen Attacken im oberen
Respirationssystem beschrieben (Boudier et al. 1988; Kramps et al. 1991). Weiterhin konnte
das Polypeptid im Urogenitaltrakt (Heinzel et al. 1986) sowie in Speichel- und Hormondriisen
(Thompson & Ohlsson 1986) nachgewiesen werden. Neben der Prédsenz in epithelialen
Geweben wurde die physiologische Expression von ALP auch in zahlreichen extramukésen
Zellen demonstriert, insbesondere in neutrophilen Granulozyten (Bohm et al. 1992) und
Makrophagen (Yin et al. 1997).

ALP zirkuliert im Blut, ist aber durch das niedrige Molekulargewicht (11kd) und dem
kationischen Charakter (pH>10) pradisponiert, die Zirkulation zu verlassen und in
spezifischen Geweben zu akkumulieren (B6hm et al. 1991).

Ein wesentliches Charakteristikum degenerativer, inflammatorischer Gelenkerkrankungen ist
die Knorpeldestruktion. Die hohe Prdsenz und die spezifische Akkumulation von ALP im
Gelenkknorpel nehmen protektiven EinfluB auf die proteolytische Degeneration der
bradytrophen Knorpelmatrix (Bohm et al. 1991; Burkhardt et al. 1997). Das inhibitorische
Spektrum von ALP am Gelenkknorpel beinhaltet die Leukozytenelastase und Kathepsin G.
Diese Enzyme iiben direkte proteolytische Aktivititen gegeniiber Proteoglykanen und
Kollagen aus und sind verantwortlich fiir die Aktivierung latenter Matrixmetalloproteinasen
(Okada & Nakanishi 1989). Metallo- und Serinproteinasen (Clark et al. 1993; Barrett 1978)
sind mitverantwortlich fiir die Initiation des Matrixabbaus am Gelenkknorpel.

Neben den anti-proteolytischen F#higkeiten nimmt ALP auf eine Vielzahl anti-
inflammatorischer Prozesse in Monozyten und Neutrophilen positiven Einfluss (Zhang et al.
1997; Sehnert et al. 2004, 2006). Bisherige Studien zeigten, dass ALP die LPS-induzierte
Produktion von Prostaglandin E, und Matrixmetalloproteinasen supprimiert und die TNFa-

induzierte Peroxidsynthese hemmt (Zhang et al. 1997). Man vermutet, dass die Inhibition der
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Lipopolysaccaridantwort in Makrophagen mit einem hemmenden Effekt von ALP auf die NF-
kB Aktivierung verkniipft ist (Taggart et al. 2002). Der Transkriptionsfaktor NF-kB nimmt
eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen einschlieflich Entziindung, Immunantwort, Apoptose sowie Tumorentstehung und
-wachstum ein. Dabei ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Zelltyp-spezifisch
(Ahmed-Choudhury et al. 2003) und Stimulus-abhingig (Karin & Ben Neriah 2003).

Kiirzlich wurde in der Maus demonstriert, dass die Behandlung mit ALP sowohl die Inzidenz
als auch die Schwere der CAIA signifikant vermindert. Die klinischen Erfolge wurden durch
histologische Ergebnisse untermauert. Diese zeigten nach ALP-Exposition eine verminderte
Leukozyteninfiltration des Synovialgewebes und eine Reduktion von Knorpel- und
Knochenerosionen. Die ALP-vermittelte Suppression der Gelenkinfiltration und
-inflammation ist vermutlich Resultat der reduzierten Leukozytenaktivierung und damit
verminderten Leukozytenemigration ins Gewebe. Der inhibitorische Effekt von ALP kann
zumindest teilweise der Beeinflussung von Zytoskelettverdnderungen in Fc-Rezeptor
stimulierten neutrophilen Granulozyten zugeschrieben werden (Sehnert et al. 2004). ALP
hemmt effizient die Aktivierung von ,-Integrinen auf Leukozyten sowie weitere Funktionen,
die von Zytoskelettreorganisation, einschlieflich oxidativer Verbrennung und Phagozytose
abhingig sind (Sehnert et al. 2004, 2006).

Trotz intensiver Studien sind die genauen Funktionen und das umfassende Spektrum der anti-
inflammatorischen Fahigkeiten von ALP noch nicht hinreichend entschliisselt und definiert.
Neben der derzeitigen Hauptfunktion, der entziindlichen Gewebeprotektion, wurde u. a. eine
Uberexpression von ALP in zahlreichen Karzinomen (Garver et al. 1994) nachgewiesen. Des
Weiteren wurden anti-virale (McNeely et al. 1995), anti-mykotische (Tomee et al. 1997) und
anti-bakterielle Aktivititen (Hiemstra et al. 1996) in Studien gezeigt. Neben der
physiologischen Rolle von ALP als endogenes Inhibitormolekiil und Regulator zahlreicher
immunologischer Prozesse lassen die dargestellten Funktionen und bisherigen
Untersuchungen ein therapeutisches Potential bei der Behandlung von destruktiven

Gelenkerkrankungen, insbesondere bei der Therapie der RA, vermuten.
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3.5. Zielsetzung

Inflammatorische Gelenkverdnderungen, eingeleitet durch Leukozytendiapedese und
gekennzeichnet durch zelluldre Infiltrationen, Aktivierung von Proteinasen und
Knorpeldegeneration, stellen den Schliisselpunkt der RA dar. Ein besseres detailliertes und
mechanistisches Verstindnis insbesondere zur Initiation, aber auch Progression und
chronischen Entwicklung der RA ist die Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer effizienter
Therapieansitze. Die direkte online-Visualisierung mit der Technik der Intravitalmikroskopie
ermoglicht in vivo FEinblicke in das komplexe Szenario zelluldrer Immunantworten
einschlieBlich zelluldrer Interaktionen mit der Endothelwand innerhalb der Mikrozirkulation.
Die in vivo Mikroskopie wurde bereits erfolgreich im Kniegelenk der Maus am Modell der
Antigen-induzierten Arthritis angewandt (Veihelmann et al. 1998). Obwohl die Antigen-
induzierte Arthritis ebenso ein etabliertes und angesehenes Tiermodell fiir Untersuchungen
zur humanen RA darstellt, haben wir mit der CIA und der CAIA zwei Modelle gewihlt, die
derzeit fithrend unter den verwendeten Tiermodellen der Maus sind. Dabei entschieden wir
uns bewusst fiir zwei Arthritismodelle, die sich hinsichtlich der Kinetik unterscheiden.
Wihrend es sich bei der CIA um ein chronisches Modell handelt, stellt die CAIA ein akutes
Modell zur RA dar.

Unser Ziel war es zum einen die Mikrozirkulation des Kniegelenkes in beiden Modellen
mittels Fluoreszenzmikroskopie zu charakterisieren, um dann in einem zweiten Schritt den
Effekt von ALP auf die Effektorphase der CAIA zu untersuchen. Die Visualisierung der
synovialen Mikrozirkulation diente dem mikrohdmodynamischen Monitoring und der
Beurteilung von Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Das spezielle Interesse an den initialen
Schritten der Erkrankung veranlasste uns, in allen Versuchen die Mikrozirkulation der
Synovialis zu einem frithen Zeitpunkt, noch vor dem Auftreten klinischer Arthritissymptome
zu beurteilen. Die mikrozirkulatorischen Analysen erfolgten zum einen mit dem Ziel, weitere
pathogenetische Informationen zur Initiationsphase der Arthritis zu gewinnen, und zum
anderen die anti-inflammatorischen Eigenschaften von ALP wéhrend dieser Phase zu
untersuchen. Unsere Erwartungen, Analysen und Ergebnisse zielen im weiteren Sinne auf die

Entwicklung neuer effizienter Strategien zur Behandlung der RA ab.
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4. Material und Methodik

4.1. Versuchsabschnitt I

Der Versuchsabschnitt I erfolgte unter dem Gesichtspunkt der mikrozirkulatorischen
Charakterisierung der Synovialis mittels der in vivo Fluoreszenzmikroskopie im Kniegelenk
der Maus nach Induktion eines rheumatoiden Krankheitsbildes. Dabei fokussierten wir auf die
Initiationsphase in zwei etablierten Tiermodellen zur RA, die sich vordergriindig durch ihre
Kinetik unterscheiden. Verschiedene Mausstimme wurden nach Arthritisinduktion frithzeitig
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie des Kniegelenkes zugefiihrt, erginzt durch die

klinische Evaluation sowie histologische Aufarbeitungen der Kniegelenke.

4.1.1. Versuchstiere

Die gesamte tierexperimentelle Durchfithrung und Protokollierung wurden durch das
Staatliche Veterindramt genehmigt. Wiahrend der Studie wurden die Bedingungen und
Anforderungen gemil3 dem Tierschutzgesetz §8 (1) eingehalten.

Im Versuchsabschnitt 1 kamen verschiedene Mausstimme mit unterschiedlicher
Suszeptibilitdt fiir die CIA und CAIA zum Einsatz. Die DBA1/J Maus (Wildtyp) ist ein
urspriinglicher Mausstamm, der sowohl spontan als auch nach Immunisierung mit CII fiir die
Entwicklung einer Arthritis empfinglich ist (Holmdahl 1990; Holmdahl 1992). Die
Empfianglichkeit fiir die CIA basiert auf dem genetischen Hintergrund MHC Haplotyp 2q. Die
DBA1/J Maus ist ebenfalls empfinglich gegeniiber der CAIA, wobei die Suszeptibilitit
unabhédngig vom MHC Haplotyp ist.

T-Zell-Rezeptor (TCR) transgene Méuse wurden aus einer CII spezifischen T-Zell-Kreuzung
isoliert und tragen die verdnderten Genkettenabschnitte VB11.1 und V8.2 (Osman 1998). Die
daraus resultierende vermehrte Expression der T-Zell-Rezeptoren vom Typ VB11.1 und
V8.2 trigt entscheidend zur Arthritisempfanglichkeit bei.

Als Kontrolle dienten FVB/NJ Méuse, welche ebenfalls den fiir die Arthritisempfanglichkeit
charakteristischen MHC Haplotyp (H2q) Genhintergrund tragen. FVB/NJ Méuse sind aber in
Folge eines genetischen Verlustes des TCR V[ Segments gegeniiber einer Arthritisinduktion
resistent (Osman 1999).

DBA/1J und FVB/NJ Méuse wurden von Jackson Laboratories (Maine, USA) bezogen. Die
TCR transgenen Méduse wurden uns freundlicherweise von Prof. Ladiges, University of

Washington (USA) zur Verfiigung gestellt.
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Die Tierhaltung erfolgte gemdB3 den Standardbedingungen 1in der Zentralen
Versuchstierhaltung der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Rostock am Institut fiir
Experimentelle Chirurgie. Es wurden méinnliche Miuse im Alter von 6 bis 8 Wochen und
einem Gewicht zwischen 15-20g verwendet. Die Mduse wurden in rostfreien Stahlkifigen in
einem klimatisierten Raum bei 12 Stunden Tag-/Nachtrhythmus unter Bereitstellung von
Standardfutter fiir Nager und Wasser ad libitum untergebracht. Die Versorgung der

Versuchstiere stellten ausgebildete Veterindrmediziner und Tierpfleger sicher.

4.1.2. Modelle

Fiir den ersten Abschnitt unserer Versuchsreihen nutzten wir die CIA, ein Tiermodell zur
Erzeugung einer chronischen Gelenkentziindung, sowie das Modell der CAIA, welches sich
durch eine akute Verlaufsform nach Immunisierung auszeichnet. In beiden Modellen weist
die resultierende Arthritis im Verlauf alle Facetten des Krankheitsbildes der rheumatoiden
Arthritis auf (Myers et al. 1997; Nandakumar 2003b).

Kollagen-induzierte Arthritis. Bei der CIA erzeugt die Immunantwort auf das applizierte CII
in empfinglichen Mausstimmen eine chronisch inflammatorische Gelenkentziindung
(Trentham 1977; Cathcart 1986). Die Immunisierung der Miuse erfolgt durch eine Injektion
von 125pug bovinem CII (Chondrex, Redmond, WA, USA) gelost in CFA (DIFCO, Detroit,
MI, USA). Die Emulsion wird intradermal im Bereich der Schwanzbasis appliziert. Circa 5-6
Wochen spéter entwickeln die Tiere erste klinische Zeichen einer Gelenkentziindung
(Holmdahl et al. 1985; Burkhardt & Kalden 1997a). Im frithen Stadium der CIA dominieren
Rotungen und Schwellungen der kleinen Gelenke, insbesondere der Vorderpfoten. Im Verlauf
entwickeln sich starke Schwellungen mit daraus resultierenden Funktionseinschrankungen der
Vorder- und Hinterpfoten (Holmdahl 1985b). Das histologische Bild weist einige
Eigenschaften der Rheumatoidarthritis auf. Kennzeichen der Histologie sind mononukledre
Zellinfiltration, Synovialzellhyperplasie und Pannusbildung.

Anti-Kollagen Antikorper-induzierte Arthritis. Im Modell der CAIA wird durch den Transfer
von spezifischen monoklonalen Antikérpern gegen CII eine akute Polyarthritis induziert
(Nandakumar 2003a). Das Kollagenmolekiil trdgt zahlreiche Anti-CII Epitope, die in
repetitiver Struktur an der Knorpeloberflache lokalisiert sind. Zur Induktion der CAIA nutzten
wir zwei monoklonale IgG Anti-CII Antikorper (M2.139 und C2C1). Bei den verwendeten
Antikorpern handelt es sich um zwei IgG Subklassen, die an zwei unterschiedliche Epitope

des Kollagenmolekiils binden. Der Antikorper M2.139 vom Subtyp IgG2b bindet an das
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Epitop J1 und der C2C1 Antikorper vom Subtyp IgG2a an das C1 Epitop des CII Molekiils
(Nandakumar 2003b). Nach Entwicklung zahlreicher monoklonaler Antikérper zeigten
Studien, dass die Kombination dieser beiden Antikoérper (M2.139; C2Cl1) das stirkste
Potential besitzt, eine schwere erosive Arthritis in gesunden Maiusen zu induzieren
(Nandakumar 2003b). Die Immunisierung der Méuse erfolgt durch die i.v. Applikation eines
Antikorpercocktails. Das Gemisch setzt sich aus jeweils 4,5mg der beiden monoklonalen
Antikorper (M2.139; C2C1) zusammen. Unter der Standarddosis entwickeln die Miuse in nur
wenigen Tagen eine deutliche, klinisch symptomatische Arthritis. Die charakteristische
Arthritis mit R6tung und Schwellung der Gelenke erreicht Thren Peak zwischen dem 7. und
10. Tag. Das histologische Bild der CAIA ist durch eine Synovitis mit massiver Infiltration
durch neutrophile Granulozyten gekennzeichnet (Nandakumar 2003b).

Die Antikorper wurden uns freundlicherweise von Rickard Holmdahl (Goéteborg Universitét,
Schweden) zur Verfiigung gestellt. Die Aliquots, bestehend aus gleichen Mengen
(Antikorperkonzentration: 4,5mg/375ul) der steril gefilterten Antikorperlosungen, wurden bis
zu threm Verbrauch bei -80°C gelagert.

4.2. Versuchsabschnitt I1

Im zweiten Abschnitt untersuchten wir die Wirksamkeit von ALP im Tiermodell der CAIA.
Wie unter dem Abschnitt 4.1.2. beschrieben, wurde durch den Transfer von ClI-spezifischen
monoklonalen Antikoérpern eine akute Arthritis in gesunden DBA1/J Médusen induziert. Zur
Beurteilung des Effektes von ALP wihrend der Initiationsphase der CAIA erfolgte analog
zum Versuchsabschnitt I die in vivo Fluoreszenzmikroskopie des Kniegelenkes, begleitet von

klinischen Evaluationen der Gelenke und histologischen Aufarbeitungen der Kniegelenke.

4.2.1. Versuchstiere

Fiir die Untersuchungen nutzten wir minnliche, 6-8 Wochen alte DBA1/J Mause (Wildtyp),
ein Mausstamm mit bekannter Suszeptibilitidt fiir CAIA. Die Tiere wurden von Taconic
Europe (Dénemark) bezogen. Die Tierhaltung erfolgte geméll den Standardbedingungen, wie
beschrieben im Versuchsabschnitt I in der Zentralen Versuchstierhaltung des Instituts fiir

Experimentelle Chirurgie der Universitdt Rostock.

4.2.2. Modell

Das Modell der CAIA wurde bereits ausfithrlich unter dem Abschnitt 4.1.2. beschrieben.
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4.2.3. Rekombinante Antileukoproteinase

Antileukoproteinase, auch secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) genannt, ist ein hoch
basischer (pH>10), sdurestabiler Inhibitor der neutrophilen Serinproteinasen (Bohm et al.
1991). Das Protein weist eine hohe Priasenz in epithelialen Sekreten, insbesondere des oberen
Respirations- und Urogenitaltraktes (Boudier et al. 1988; Kramps et al. 1991; Heinzel et al.
1986), aber auch in extramukdsen Zellen, einschlielich neutrophilen Granulozyten (B6hm et
al. 1992) und Makrophagen auf (Yin et al. 1997).

ALP gehort zur Gruppe der “Trappin® Genfamilie (Seemiiller 1986, Thompson 1986), einem
Akronym fiir TRansglutaminase Substrat und wAP Doménen enthaltende ProteIlNe. Diese
Proteine konnen in Geweben akkumulieren und agieren. Proteine der “Trappin® Familie
besitzen zwei funktionelle Domédnen, zum einen die N-terminale Transglutaminase Substrat
Doméne und eine C-terminale inhibitorische Doméne (WAP) (Schalkwijk 1999). Die
funktionellen Dominen von ALP setzen sich aus der COOH-terminalen Domine, welche
Proteinase hemmende Funktionen besitzt, und der NH2-terminalen Doméne zusammen. Die
Funktion der endstindigen NH2-Domine ist weitestgehend unbekannt. ALP ist ein
kationisches Polypeptid, welches durch ein niedriges Molekulargewicht (11kd) charakterisiert
ist (Bohm et al. 1991).

ALP wurde als rekombinantes Protein in Escherica coli produziert und in einem mehrstufigen
Protokoll mittels Eisenaustauschern sowie Metallchelaten und GroBenausschluB3-
chromatographie gereinigt und homogenisiert, wie urspriinglich durch Heinzel-Wieland und
Mitarbeiter ~ beschrieben  (Heinzel-Wieland et al.  1991). Die  analytische
Riicklaufphasenchromatographie zeigte eine Spitze, und die SDS-PAGE offenbarte eine
einzelne Bande mit erwarteter elektrophoretischer Mobilitdt nach der Eisenmarkierung.
Dieses Material wurde iiber die Hemmung der granulozytiren Elastase und Kathepsin G
getestet. Um sicher zu stellen, dass jegliche Endotoxinkontamination eliminiert wurde,
erfolgte die Behandlung der ALP-Aufreinigungen mit Detoxi-Gel-Sdulen (Polymyxin B-
konjugierte = Sdulen, Perbio Science, Bonn, Deutschland) entsprechend den
Herstellerinformationen. Der Limulus Amobozyten-lysierte Gel-Gerinnungstest (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) ermittelte vor dem Einsatz der finalen ALP-Autbereitung in allen

analysierten Proben eine Endotoxinkonzentration unter der Nachweisgrenze von 0,05 U/ml.
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4.3. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse der Mikro-
zirkulation der Synovialschleimhaut des Kniegelenkes

4.3.1. Mikrozirkulationsmodell des Kniegelenkes

Zur Darstellung der synovialen Mikrozirkulation mittels der in vivo Multifluoreszenz-
mikroskopie nutzten wir das Knieglenksmodell, welches erstmalig durch Veihelmann und
Mitarbeiter beschrieben wurde (Veihelmann et al. 1998). Dieses neue Modell ermdoglicht die
Visualisierung und quantitative in vivo Analysen der intraartikuldren Mikrozirkulation des
synovialen Fettgewebes im Kniegelenk der Maus. Nach partieller Hautresektion und
transverser Durchtrennung der Patellarsehne erhdlt man freie Sicht auf den ,Hoffa-
Fettkorper®, einem intraartikuldren Fettgewebskorper, und die darunter befindliche Synovialis
(Abb. 3). Die Synovialis zeichnet sich durch eine hohe Kapillardichte mit wenigen
postkapillaren Venolen aus (Abb. 4). Die intravitale Mikroskopie ermoglicht nach
Applikation von Fluoreszenzmarkern die quantitative mikrozirkulatorische in vivo Analyse
des Synovialgewebes ohne Eroffnung der Gelenkkapsel. Unter Verwendung verschiedener
Fluochrome kann das FlieBverhalten des Blutes mit Unterscheidung zwischen Blutplasma,

Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten in dem Gefdllnetzwerk beurteilt werden.

Abbildung 3: (A) Schematische Seitenansicht (Veihelmann et al. 1998) und (B) Aufnahme nach chirurgischer
Praparation des Kniegelenkmodells zur Intravitalmikroskopie in der Maus.

4.3.2. Aufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

Zur Erhebung der intravitalmikroskopischen Daten wurde ein hochauflosendes Zeiss
Axiotech Stereomikroskop mit Auflicht-Einrichtung verwendet (Zeiss, Jena Deutschland).
Die Epi-Illuminations-Mikroskopie beinhaltet eine 100W Quecksilberlampe, adaptiert an ein
Blau-(510-560nm/>505nm) und Griin-(510-560nm/>575nm) Filtersystem. Fiir
Ubersichtsaufnahmen wurde ein x4 Objektiv (Numerische Apertur (NA) 0.12) mit langem
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Arbeitsabstand verwendet. Zur Bestimmung der funktionellen Kapillardichte wurden pro Tier
vier reprasentative Gesichtsfelder mit einem x40 Wasserimmersions-Objektiv (NA 0.75;
Zeiss) aufgenommen. Die Aufnahmen von 3 bis 6 postkapillaren Venolen (18-40um im
Durchmesser) erfolgten unter Verwendung eines x20 Objektivs (NA 0.32).

Um die Qualitit der Mikroskopie 1im Hinblick auf quantitative Analysen
mikrozirkulatorischer Parameter sicherzustellen, nutzten wir zur Kontrastverbesserung die
Marker Rhodamin 6G und Fluoresceinisothiocyanat-markiertes Dextran (FITC-Dextran), die
tiber einen zentralvendsen Katheter appliziert wurden.

Der Plasmamarker FITC-Dextran diente der Darstellung des Intravasalraumes und der damit
verbundenen besseren Beurteilbarkeit mikrohdmodynamischer Parameter in Kapillaren und
postkapillaren Venolen. FITC ist ein kleines organisches Molekiil und liegt typischer Weise
an Proteine {iber primére Amine gebunden vor. Somit wurde urspriinglich durch FITC der
Proteinanteil des Plasmas-die zirkulierenden Blutzellen sowie die Endothelzellen
ausgenommen-gefarbt (Bonney et al. 1977). Heutzutage wird FITC bereits in gebundener
Form an Dextran, einem hochmolekularen, wasserloslichen Polypeptid, das auch als Plasma-
ersatzmittel dient, appliziert. Zur Visualisierung des Blutplasmas wurde den Maiusen eine
einmalige Injektion von 5% FITC-Dextran (MG 150kd, 0,2ml i.v., Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) verabreicht. FITC-Dextran wird durch Zwischenschalten eines Blaufilters in
den Strahlengang angeregt und emittiert ein Licht mit einer mittleren Wellenldnge von
525nm. Durch die Kontrastanhebung des Plasmas zeichnen sich die perfundierten Gefil3e
deutlich vom wesentlich dunkleren umgebenden Gewebe ab (Lehr et al. 1990; Vollmar et al.
2001; Menger et al. 2002).

Zur in vivo Visualisierung der Leukozyten wurde der Fluoreszenzmarker Rhodamin 6G
(0,1%, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) als i.v. Bolus von 0,2 mg/kg unmittelbar vor den
Aufnahmen injiziert. Dieser lipophile Farbstoff ist positiv geladen und reichert sich in
Abhingigkeit vom Membranpotential in der Mitochondrienmembran an. Somit werden Zellen
ohne Mitochondrien, wie z. B. Erythrozyten nicht angeférbt (Baatz et al. 1995). Durch das
Einbringen eines Griinfilters in den Strahlengang wird Rhodamin 6G angeregt. Die Kontrast-
anhebung der Leukozyten ermdglicht gezielte Analysen zum leukozytiren FlieBverhalten.
Alle beobachteten Mikroskopiebilder wurden fiir die offline Evaluierung mittels einer CCD-
Kamera (FK 6990A-1Q, Pieper, Berlin, Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 50
Halbbildern pro Sekunde durch ein Videosystem (S-VHS Panasonic AG 7350-E, Matsushita,

Tokio, Japan) aufgenommen. Das Zwischenschalten eines Videozeitgenerators (VTG-33, For-
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A, Japan) ermdoglichte durch Dokumentation von Versuchsnummer, -dauer und -datum sowie
Aufnahmezeit eine exakte Zeit- und Versuchszuordnung.

Die Auswertung sdmtlicher Videosequenzen wurde offline, d.h. nach Beendigung der
intravitalen Mikroskopie durchgefiihrt. Hierdurch konnte der Untersuchungszeitraum und

damit die Belastung fiir das Versuchstier auf ein Minimum reduziert werden.

4.3.3. Mikrozirkulatorische Analyse

Nach Versuchsende erfolgte die Auswertung der aufgezeichneten synovialen Videosequenzen
mit Hilfe des computerassistierten Bildverarbeitungssystem Caplmage (Version 7.4, Dr.
Zeintl ~ Software, Heidelberg, Deutschland), einer speziellen  Software  zur
Mikrozirkulationsanalyse. Folgende mikrohdmodynamische Parameter der Kniegelenks-
schleimhaut konnten anhand dieses Auswertungssystems quantitativ erarbeitet werden.
Kapillaren. Die Kapillaren kamen durch den Plasmamarker FITC-Dextran exakt zur
Darstellung. Fir die Bestimmung des Kapillardurchmessers wurden pro Gesichtsfeld 10-15
Kapillaren ausgewihlt und duch eine manuell, senkrecht zum GefidBBverlauf gesetzte Linie der
Gefdlldurchmesser bestimmt. Der mittlere Gefifldurchmesser wurde aus den gemessenen
Einzelwerten als arithmetischer Mittelwert berechnet.

Die funktionelle Kapillardichte (FCD, cm/cm?) errechnet sich aus der Gesamtldnge der
Kapillaren mit sichtbarer Erythrozytenperfusion pro Beobachtungsfldche und gilt als MaB fiir
die nutritive Perfusion des Gewebes (Nolte et al. 1995). Wihrend des mehrmaligen
Abspielens der Videosequenz eines Gesichtsfeldes wurden alle perfundierten Kapillaren

manuell nachgezeichnet und in cm/cm? angegeben (Abb. 4C).

Abbildung 4: Représentative intravitalmikroskopische Ubersichtsaufnahmen der Synovialschleimhaut des
Kniegelenkes mit klassischem wabenartigen Kapillarnetz und dem Zusammenflu® einer postkapillaren Venole (A:
ohne Filtersystem, B: Visualisierung der Leukozyten im Grinfilter; VergroRerung x376) sowie reprasentative
intravitalmikroskopische Aufnahme des Kapillarnetzwerkes der Kniegelenksschleimhaut (C, VergréRerung x810)
mit Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (FCD, cm/cm?) durch manuelles Nachzeichnen aller
perfundierten Kapillaren pro Gesichtsfeld.
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Venolen. In den postkapillaren Venolen erfolgte, unterstiitzt durch die beiden beschriebenen
Fluoreszenzmarker, die Visualisierung und Beurteilung der BlutzellflieBgeschwindigkeit
sowie der leukozytiaren Endothelzell-Interaktion.

Die Bestimmung der Blutzellfliepgeschwindigkeit erfolgte mittels der computerassistierten
Line-Shift-Methode (Klyscz et al. 1997). Entlang der Flussrichtung wurde hierzu innerhalb
definierter Gefdfle im Zentralstrom eine Messlinie festgelegt und anschlieBend unter
Abspielen des Videobandes fiir ca. 12s in Echtzeit ein Grauwertprofil erstellt. Daraus erzeugt
das Programm ein Line-Shift-Diagramm mit unterschiedlichen Grauabstufungen, die sich
durch Plasmaliicken bzw. Erythrozyten entlang der Messlinie erkldren. Aus der Steigung
dieser Linien wird abschlieend die BlutzellflieBgeschwindigkeit in um/s bestimmt (Abb. 5).

Abbildung 5: Intravitalmikroskopische Aufnahme einer Venole (A, VergroBerung x376) in der
Synovialschleimhaut des Kniegelenkes mit einer definierten Messlinie (1) zur Erfassung der
BlutzellflieRgeschwindigkeit. Nach Abspielen des Videobandes fur ca. 12s entsteht das Line-Shift-Diagramm (B).
Aus der Steigung der Messlinien (weil3e Linien) wird die Geschwindigkeit des Blutflusses (um/s) errechnet.

Nach der in vivo Anfiarbung zirkulierender Leukozyten mittels Rhodamin 6G erforderte die
Analyse des leukozytdren FlieBverhaltens zunédchst die Bestimmung von Gefdfsdurchmesser,
Gefdplinge und Gefdfoberfliche der postkapillaren Venolen. Zur Ermittlung des
GefdBdurchmessers wurden zwei exakt am Gefdlrand liegende Punkte bestimmt, deren
Verbindungslinie eine Gerade senkrecht zum GefidBBverlauf ergab und deren Abstand
berechnet wurde. Dieser Vorgang wurde an drei verschiedenen GefidBabschnitten wiederholt
und schlieBlich der Mittelwert gebildet. Die Geféllinge konnte analog dazu ermittelt werden
mit dem Unterschied, dass die zwei Punkte an den Anfang bzw. das Ende des untersuchten
GefiBabschnittes gesetzt wurden. Die Verbindungslinie ergab in diesem Fall eine Parallele
zum Gefilverlauf, deren Linge ebenfalls errechnet wurde (Abb. 6A). Unter der Annahme
einer zylindrischen Gefédf3geometrie konnte mit der Formel Zylinderfliche F =1x U (U =
Zylinderumfang = n x d; d =GefidBdurchmesser; 1 = Liange des Gefilles) aus den ermittelten

Parametern die endotheliale Gefdoberfliche (mm?) berechnet werden.
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Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen. Durch wiederholtes Abspielen einer ausgewdhlten
Videosequenz wurden die in vivo markierten Leukozyten in einem festgelegten
GefiBBsegment 20s lang ausgezdhlt und entsprechend ihrer Interaktion mit dem
mikrovaskuldren Endothel folgendermalen eingeteilt:

Frei flieBende Leukozyten bewegen sich im Zentralstrom der GefdBle mit nahezu gleicher
Geschwindigkeit wie Erythrozyten. Rollende Leukozyten, kurz (roller) genannt, wurden als
mobile, nicht adhdrente Zellen definiert, die sich im Vergleich zum Zentralstrom mit deutlich
geringerer Geschwindigkeit (<40% der Zentralstromgeschwindigkeit) bewegen und temporér
mit der Endothelwand interagieren. Leukozyten, die iiber einen Zeitraum von mindestens 20s
oder linger am Endothel der venosen GefdBwand hafteten und sich nicht bewegten, wurden
als adhdrente Leukozyten (sticker) definiert.

Der visuellen Unterstiitzung diente eine quer zum GefdB3verlauf festgelegte Linie (Abb. 6B).
Gezéhlt wurden im ersten Durchlauf alle Leukozyten, die diese Linie in einem Zeitraum von
20s passierten. Daraus ergab sich der sogenannte Leukozytenflux, angegeben in Zellen/20s.
Durch eine zweite Zdhlung von Leukozyten, welche sich mit einer Geschwindigkeit von
weniger als 40% in Bezug auf die im zentralen Blutstrom befindlichen Leukozyten
fortbewegen, wurde die Anzahl der roller bestimmt. Die Angabe der rollenden Leukozyten
erfolgte als Prozentsatz zum gesamten Leukozytenflux. Vor dem erneuten Abspielen der
Videosequenz wurden die Leukozyten in dem definierten Gefédf3abschnitt zundchst manuell
markiert (Abb. 6C). Zellen, die sich wihrend des Beobachtungszeitraumes von 30s nicht vom
Endothel gelost haben, wurden als adhédrente Leukozyten gezdhlt. Aus der Anzahl der sticker
pro Quadratmillimeter GefdBoberfliche, die zuvor aus Lidnge und Durchmesser des

untersuchten GefdBabschnitts berechnet wurde, konnte die Leukozytenadhdrenz in

Zellen/mm? ermittelt werden.

Abbildung 6: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen postkapillarer Venolen (VergréRerung x376) in
der Synovialschleimhaut des Kniegelenkes. A: Ermittlung des GefalRdurchmessers in einer Venole; B: Venole mit
einer Hilfslinie zur Zahlung des Leukozytenflux und der rollenden Leukozyten; C: Venole mit markierten
Leukozyten (+) zur Zahlung der Leukozytenadharenz.
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4.4. Experimenteller Aufbau

4.4.1. Vorbehandlung der Miuse-Versuchsabschnitt I

Ziel der initialen Studie war die Charakterisierung der synovialen Mikrozirkulation im
Kniegelenk der Maus in den Modellen der CIA und CAIA. Dabei wurden die
mikrozirkulatorischen Untersuchungen noch vor dem Auftreten klinischer Symptome
durchgefiihrt. Nach Randomisierung und Zuordnung zu den einzelnen Versuchsgruppen
erfogte die Arthritisinduktion in FVB/NJ, TCR und DBA1/J Méusen nach folgendem Ablauf:
Kollagen-induzierte Arthritis (CIA). Sechs bis acht Wochen alte Méuse (12-14g) der drei
beschriebenen Mausstimme wurden mit 125ug bovinen CII, gelost in CFA, durch eine
intradermale Applikation im Bereich der Schwanzbasis immunisiert. Jedem Mausstamm
wurde eine Kontrollgruppe zugeordnet. Den Kontrolltieren wurden dquivalente Volumina von
CFA injiziert. Nach sechs Wochen vor bzw. mit Beginn erster arthritischer Verdnderungen
wurden die Méuse den Versuchen zugefiihrt.

Die Anti-Kollagen Il Antikorper-induzierte Arthritis (CAIA) wurde nur in Tieren des DBA1/J
Stamms induziert. Die Immunisierung der 6-8 Wochen alten médnnlichen Mause (Wildtyp, 18-
24¢) erfolgte durch einen Cocktail, welcher aus jeweils 4,5mg der monoklonalen Antikdrper
M2.139 und C2C1 bestand. Daraus resultierte ein Gemisch mit einer Gesamtmenge von 9mg
und einem Volumen von 750ul, das einmalig i.v. iiber die Schwanzvene appliziert wurde. Als
Kontrolle dienten PBS-behandelte Tiere, denen &quivalente Volumina PBS iiber die
Schwanzvene verabreicht wurden. Die Versuche erfolgten 24 Stunden nach
Arthritisinduktion.

Insgesamt wurden 8 Gruppen (n=7, pro Gruppe) intravitalmikroskopisch untersucht und

ergdnzend klinisch sowie histologisch beurteilt (Tab. 1).
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Modell Mausstamm Arthritisinduktion/
Kontrolle
Zeitpunkt 0 24 Stunden 6 Wochen
CIA FVB/NJ 125 g Kollagen |1/ IVM
CFA IVM
TCR 125 ug Kollagen 11/ VM
CFA IVM
DBA1/J 125 pg Kollagen |1/ IVM
CFA IVM
CAIA DBA1/J 750png K-mAb/ IVM
PBS IVM

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung des Studiendesigns der mikrozirkulatorischen Analyse der
Kniegelenksschleimhaut in FVB/NJ, TCR, und DBA1/J Mausen an den Modellen der CIA und CAIA. Die Intravital-
mikroskopie (IVM) erfolgte 6 Wochen nach Arthritisinduktion durch Kollagen |l-Exposition oder 24h nach Anti-
Kollagen Il Antikérper-Exposition (K-mAb), im Vergleich zu CFA bzw. PBS-behandelten Kontrolltieren.

4.4.2. Vorbehandlung der Miuse-Versuchsabschnitt 11

Im zweiten Versuchsabschnitt wurde der Effekt von ALP auf die Mikrozirkulation der
Kniegelenksschleimhaut am Modell der CAIA analysiert.

Hierfiir wurden 6-8 Wochen alte ménnliche DBA/1J Mause (Wildtyp, 18-24g), konkordant
zum Versuchsabschnitt I, durch eine einmalige i.v. Applikation (750ul) in die Schwanzvene,
bestehend aus einem Cocktail aus 2 monoklonalen Antikorpern (je 4,5mg; M2139 und C2C1)
immunisiert. Direkt im Anschlul3 erfolgte die i.p. Injektion von 100pg oder 300ug
rekombinanter ALP. Als Kontrolle dienten PBS-behandelte Tiere, denen &dquimolare
Volumina der Tragersubstanz PBS i.p. injiziert wurden.

Fiir die Intravitalmikroskopie wurden 3 Zeitpunkte festgelegt. Nach 6, 24 oder 72 Stunden
wurden die Maiuse (n=7, pro Gruppe) narkotisiert und die Synovialis fur die
Fluoreszenzmikroskopie exponiert. Die Tiere, welche nach 72 Stunden untersucht wurden,
erhielten zur Aufrechterhaltung der systemischen ALP-Konzentration (Halbwertszeit von
ALP ca. 6 Stunden) nach 24 Stunden eine erneute 100pug ALP-Injektion. Bei den
entsprechenden Kontrollméusen erfolgte eine zweite PBS-Applikation. In der hochdosierten
ALP-Gruppe (ALP 300png) verzichteten wir auf den spédten Untersuchungszeitpunkt von 72
Stunden (Abb. 7).
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K-mAb 750ug + ALP 100ug bzw. 300ug

K-mAb 750ug + PBS Intravitalmikroskopie
i ——
0 6h

K-mAb 750ug + ALP 100ug bzw. 300ug

K-mAb 750ug + PBS Intravitalmikroskopie
0 24h
K-mAb 750ug + ALP 100pg ALP 100pg
K-mAb 750ug + PBS PBS Intravitalmikroskopie

=)

24h 72h

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Studiendesigns zur in vivo Wirksamkeit von ALP auf die synoviale
Mikrozirkulation im Modell der CAIA der Maus. Zeitgleich zur Arthritisinduktion (Anti-Kollagen Il Antikdrper-
Exposition (750ul)) erhielten die DBA1/J Mause ALP (i.p.) in der Dosierung von 100ug oder 300ug, bzw. die
Kontrolltiere PBS. Die Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes erfolgte nach 6, 24 oder 72 Stunden, wobei die 72h
Tiere erneute ALP(100ug) bzw. PBS-Applikationen nach 24h erhielten.

4.4.3. Versuchsablauf und mikrochirurgische Priparation

Narkose. S@amtliche Untersuchungen wurden unter Anésthesie der Versuchstiere bei
vorhandener Spontanatmung durchgefiihrt. Die Mause wurden initial mittels i.p. Injektion von
Ketamin (90mg/kg/KG) und Xylacin (25mg/kg/KG) anisthesiert. Zur Uberpriifung und
Sicherstellung der Narkosetiefe diente der Kornealreflex. Die Aufrechterhaltung der Narkose
wurde durch weitere i.p. Ketamininjektionen in Abstdnden von ca. 20 Minuten sichergestellt.
Nach erfolgreicher Anédsthesie wurde das Versuchstier gewogen und die Haare in der Regio
colli sowie am rechten Kniegelenk entfernt. Die Miuse wurden auf einer Heizplatte plaziert,
um eine konstante Korpertemperatur von 37°C zu garantieren, welche rektal mit einer
Temperatursonde kontrolliert wurde (YSI Re-usable Temperature Probe, Fa. YSI Inc., Yellow
Springs/Ohio USA).

Zentralvendser Katheter. Zur Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe war die Anlage eines
vendsen Katheters erforderlich. Nach einer ca. lcm langen Hautinzision oberhalb der
Clavicula wurde die Vena jugularis interna dextra atraumatisch freiprépariert, kranial ligiert
und kaudal mit einer Schlinge versehen (Seidenfidden, 5-0). Daraufhin konnte das Gefal3

eingeschnitten und der Polyethylenkatheter (Venenkatheter: Innendurchmesser 0,5 mm,
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Aussendurchmesser 0,9 mm; Braun AG, Melsungen, BRD) gelegt werden. Der venose
Katheter wurde von der Punktionsstelle aus bis in die Vena cava superior vorgeschoben. Die
Durchgingigkeit des Polyethylenkatheters sicherte eine konstante Infusion von 0,9%iger
NaCl-Losung (0,5ml/kgxh). Zur Befestigung wurde die kaudale Schlinge um das Gefid3 mit
dem intravasal liegenden Katheter zugezogen und geknotet.

Kniegelenksprdparation. Um wiéhrend der Kniegelenksprédparation eine Immobilisation der
Extremitédt zu gewihrleisten, wurde das rechte Kniegelenk in Flexionsstellung fixiert. Distal
der Patellarsehne erfolgte ein V-formiger Hautschnitt, der ein seitliches Umklappen der
mobilisierten Haut ermoglichte. Nach vorsichtiger Darstellung der Patellarsehne konnte diese
am distalen Pol durch einen transversalen Schnitt durchtrennt werden. Um eine direkte Sicht
auf den Hoffa-Fettkorper und der darunter befindlichen Synovialis zu erlangen, mussten die
beiden Anteile der Patellarsehne nach proximal verlagert werden (Abb. 8). Der Austrocknung
des freigelegten Hoffa-Fettkorpers wirkte man mit einer sofortigen Superfusion von auf 37°C
angewdrmter physiologischer Kochsalzlosung (Thomaejonin®, Thomas, Biberach) entgegen.
Ein Deckgldschen (21x26mm, Menzel-Glédser, Braunschweig, Deutschland), welches durch
die Kniegelenkskapsel gestiitzt wurde, diente als transparente und plane Abdeckung des

Priparationsgebietes.

Patellarsehne

Synovialis

Abbildung 8: Ubersichtsaufnahme (A) und vergréRerter Bildausschnitt (B) nach partieller Hautresektion und
Durchtrennung der Patellarsehne mit Blick auf die Synovia und den distal liegenden Hoffa-Fettkdrper.

Einer kurzzeitigen Stabilisierungsphase folgte die Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe
(FITC-Dextran, Rhodamin 6G) mit anschlieBender in vivo Mikroskopie des synovialen
Gewebes. Nach Abschluss der intravitalmikroskopischen Aufnahmen fand eine vendse
Blutentnahme statt. Die Mause wurden durch eine Uberdosis Anisthetikum getdtet und nach
Eintreten des Exitus die untersuchten Kniegelenke zur histologischen Aufarbeitung

entnommen.
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4.5. Blutuntersuchung

Am Ende der Versuche wurden Blutproben zur Laboranalyse durch Pfortaderpunktion
gewonnen. Die Erstellung des Blutbildes erfolgte mittels eines automatischen Zellzéhlers

(Sysmex KX21, Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland).

4.6. Klinische Evaluation der Arthritis

Zur Beurteilung der Auspriagung der Arthritis wurde jeweils vor Versuchsbeginn ein
klinischer Score, welcher von Nandakumar und Mitarbeiter beschrieben ist, erhoben.
(Nandakumar et al. 2003). Der Score basiert auf der Anzahl entziindeter Gelenke pro Pfote,
wobei die Inflammation durch Schwellung und Rétung definiert ist. Pro Pfote kann ein Score
von maximal 15 Punkten erreicht werden, der sich wie folgt zusammensetzt: 1 Punkt pro
entziindete Zehe (Phalangealgelenke), 5 Punkte bei Entziindungen im Vorfu3 (Metacarpal-
/Metatarsalgelenke) und 5 Punkte bei inflammatorischen Knoéchelgelenken der Vorder- oder
Hinterpfoten. Daraus ergibt sich ein Maximalscore von 60 Punkten. Die Evaluation erfolgte

durch unabhéngige und verblindete Untersucher.

4.7. Histologie

Zur histologischen Beurteilung wurden am Ende der jeweiligen Versuche die Kniegelenke
entnommen und in 4%igem Phosphat gepuffertem Formalin fiir 2-3 Tage fixiert. Einer
6-wochigen Dekalzifizierung der Gelenke in EDTA folgte die Einbettung in Paraffin. Aus den
in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken wurden 4um dicke Schnitte angefertigt und mit
Hematoxylin-Eosin (HE) gefdrbt. Zur semiquantitativen Analyse der Kniegelenkspriparate
nutzten wir den histologischen Score, welcher von Brackertz et al. beschrieben wurde
(Brackertz et al. 1977). Der Score dient zur Beurteilung der inflammatorischen
Verdanderungen von Synovialis, Knorpel und Knochen. Dabei werden 0 bis 4 Punkte
vergeben, die wie folgt charakterisiert sind: 0 = normales Kniegelenk, 1 = vereinzelte
mononukledre Zellen in normaler Synovialis, 2 = perivaskuldre Leukozyteninfiltration, zwei
oder mehr synoviale Zellreihen, 3 = dichte Infiltration von Leukozyten, synoviale
Hyperplasie, 4 = Synovitis, Pannusformation und Knorpelerosionen. Die histologischen
Analysen erfolgten an einem Zeiss Mikroskop (Axiotech variol0OHD, Carl Zeiss,
Deutschland).
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4.8. Statistik

Alle Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Die statistische Auswertung von Vergleichen zwischen den Gruppen erfolgte bei
Normalverteilung der Werte mittels ,,one way analysis of variance* (ANOVA) mit
Ankniipfung des Student’s t-Test fiir den unverbundenen Paarvergleich und anschlieBender
Korrektur des alpha-Fehlers nach Bonferroni. Falls eine Normalverteilung der Werte
ausgeschlossen werden konnte, kam beim Gruppenvergleich die Kruskal Wallis
Varianzanalyse und beim Paarvergleich der Mann-Whitney Rang Summen Test zum Einsatz.
Samtliche statistische Tests erfolgten unter Verwendung der Software SigmaStat 3.0 (Jandel,

San Rafael, CA, USA). Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
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5. Ergebnisse

5.1. Versuchsabschnitt I

5.1.1. Mikrozirkulation der Kniegelenke von arthritischen Miiusen

Die Mikrozirkulation der Synovialschleimhaut des Kniegelenkes konnte mittels intravitaler
Multifluoreszenzmikroskopie nach i.v. Gabe des Plasmamarkers FITC-Dextran (5%), welcher
sich aufgrund eines hohen Molekulargewichtes (MG 150.000D) durch eine nur geringe
Extravasation auszeichnet, kontrastreich dargestellt werden. Hierbei konnten das klassische
wabenartige kapillare Netzwerk sowie die versorgenden Arteriolen und drainierenden
Venolen in der Synovialis visualisiert werden. Dies war zu allen Untersuchungszeitpunkten

sowohl in arthritischen als auch in nicht-arthritischen Tieren vergleichbar méoglich.

5.1.1.1. Mikrovaskuléire Perfusion der Synovialschleimhaut

Die hohe mikrovaskuldre Perfusion der Synovialis, verbunden mit einem dichten
Kapillarnetz, sind entscheidende Kriterien fiir die effiziente Versorgung des gefdlllosen
Gelenkknorpels.

Funktionelle Kapillardichte. Die Kapillaren werden durch den Plasmamarker FITC-Dextran
kontrastreich dargestellt (Abb. 9). Alle Mausstimme zeigten eine hohe funktionelle Kapillar-
dichte. Die Anzahl der perfundierten Kapillaren lag nach CII-Immunisierung und unter
Kontrollbedingungen zwischen 298-378cm/cm?. Interessanterweise tendierten arthritische
Tiere (CIA) zu einer reduzierten kapillaren Dichte im Vergleich zu den CFA-behandelten
Maiusen. Im Gegensatz dazu war die funktionelle kapillare Dichte in der DBA1/J Maus nach
Anti-CII Antikorper-Exposition signifikant im Vergleich zu den Kontrolltieren erhdht (Abb.
10).
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- Arthritis (CFA) + Arthritis (Kollagen Il)
Abbildung 9: Représentative intravitalmikroskopische Gesichtsfelder des Kapillarnetzes der Synovialschleimhaut

nach Arthritisinduktion mittes Kollagen Il-Exposition im Vergeich zur CFA-Behandlung (Kontrolle) in der DBA1/J
Maus (VergrofRerung x810).
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Abbildung 10: Mikrozirkulation der Synovialschleimhaut in zwei Tiermodellen zur RA. Funktionelle Kapillardichte
in FVB/NJ, TCR, und DBA1/J Mausen nach Kollagen Il (Kollagen) bzw. Anti-Kollagen Il Antikérper-Exposition (K-
mAb) im Vergleich zu CFA/PBS-behandelten Kontrolltieren. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der
Kniegelenke erfolgte 6 Wochen nach Kollagen Il/CFA-Immunisierung bzw. 24 Stunden nach Anti-Kollagen I
Antikdrper/PBS-Exposition. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro
Gruppe. *p<0,05 vs PBS/DBA1/J, ANOVA, post hoc Vergleichtest.

Blutzellfliefgeschwindigkeit und Blaulichtepiillumination in synovialen Venolen. Die
postkapillaren Venolen konnten mittels FITC-Dextran exakt dargestellt und analysiert
werden. Die erythrozytire Geschwindigkeit betrug bei den nicht-arthritischen FVB/NJ und
DBA1/J Kontrollméusen durchschnittlich 1000pm/sec. In der TCR-Kontrollmaus wurde eine
deutlich hohere Geschwindigkeit mit Werten bis zu 1700pm/sec ermittelt. Nach
Arthritisinduktion war die BlutzellflieBgeschwindigkeit in den synovialen Venolen reduziert.
Im FVB/NJ und DBA1/J Mausstamm bewirkte die Arthritisinduktion eine Reduktion der
BlutzellflieBgeschwindigkeit zwischen 20-44% im Vergleich zu den nicht-arthritischen
Kontrolltieren (Abb. 11). Deutlich verlangsamt zeigte sich die Erythrozyten-
flieBgeschwindigkeit in der TCR Maus nach Arthritisinduktion mittels CII-Exposition. Im
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Vergleich zu den TCR-Kontrolltieren war die BlutzellflieBgeschwindigkeit um iiber 70%

signifikant reduziert.
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Abbildung 11: Mikrozirkulation der Synovialschleimhaut in zwei Tiermodellen zur RA. Venulare
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit (Vrec in um/sec) der synovialen Kniegelenksschleimhaut in FVB/NJ, TCR und
DBA1/J Mausen nach Kollagen Il (Kollagen) bzw. Anti-Kollagen Il Antikdrper-Exposition (K-mAb) im Vergleich zu
CFA/PBS-behandelten Kontrolltieren. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Kniegelenke erfolgte 6 Wochen
nach Kollagen IlI/CFA-Immunisierung bzw. 24 Stunden nach Anti-Kollagen Il Antikérper/PBS-Exposition. Die
Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05 vs CFA/TCR,
ANOVA, post hoc Vergleichtest.

5.1.1.2. Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in synovialen Venolen

Obwohl die Miuse noch keine klinischen Zeichen einer arthritischen Kniegelenksentziindung
zeigten, repréasentiert das Synovialgewebe in der Intravitalmikroskopie eine charakteristische
inflammatorische Zellantwort. Unter Verwendung des Leukozytenmarkers Rhodamin 6G
konnte die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in postkapillaren Venolen beurteilt werden.
Leukozytenflux. In gesunden Kontrollmédusen passierten im Zentralstrom durchschnittlich
zwischen 10-17 frei flieBende Leukozyten in einem Zeitfenster von 20 Sekunden eine
postkapillare Venole. Unabhédngig vom Mausstamm und vom Arthritismodell war die Zahl
der passierenden Leukozyten in allen arthritischen Maéusen im Vergleich zu den
Kontrolltieren um 11-30% erhoht. Die Antikorperexposition fiithrte insbesondere in der
DBA1/J Maus zu einer signifikanten Steigerung der Leukozytenanzahl im Vergleich zur PBS-
behandelten Kontrollgruppe. Die Arthritisinduktion bewirkte hier eine Verdopplung der
Leukozyten (Abb. 12).
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Abbildung 12: In vivo Leukozytenflux in zwei Tiermodellen zur RA. Anzahl der passierenden Leukozyten
(n/20sec) in postkapillaren, synovialen Venolen in FVB/NJ, TCR, und DBA1/J Mausen nach Kollagen Il (Kollagen)
bzw. Anti-Kollagenll Antikérper-Exposition (K-mAb) im Vergleich zu CFA/PBS-behandelten Kontrolltieren. Die
intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Kniegelenke erfolgte 6 Wochen nach Kollagen 1l/CFA-Immunisierung bzw.
24 Stunden nach Anti-Kollagen Il Antikérper/PBS-Exposition. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte
und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05 vs PBS/DBA1/J, ANOVA, post hoc Vergleichtest.

Rollende und adhdrente Leukozyten. Die Arthritisinduktion bewirkte neben einem
gesteigerten Leukozytenflux eine Aktivierung der Leukozyten, gefolgt von einer deutlichen
Zunahme der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Die Mausstimme TCR und DBAL/J,
welche sich durch eine bekannte Arthritisempfanglichkeit auszeichnen, zeigten nach
Arthritisinduktion eine signifikant erhohte Anzahl rollender Leukozyten gegeniiber den
Kontrollgruppen. In den Arthritis-empfianglichen Kontrollgruppen konnten keine rollenden
Leukozyten beobachtet werden. Der Prozentsatz der rollers lag nach CII-Exposition bei 52%
(DBA1/)) bzw. 48% (TCR). Nach Antikorper-Exposition betrug der Anteil der rollenden
Leukozyten zum gesamten Leukozytenflux 29% (Abb. 13A). In der resistenten FVB/NJ Maus
trat nach CII-Applikation sowie unter Kontrollbedingungen nur ein geringer Prozentsatz
rollender Leukozyten auf.

Die Arthritisinduktion fithrte in den empfinglichen Mausstimmen nicht nur zu einem
prozentualen Anstieg der rollenden Leukozyten im Vergleich zu allen passierenden
Leukozyten, sondern auch zu einer deutlichen Steigerung der leukozytédren festen Haftung am
Endothel. Unter Kontrollbedingungen konnte eine einheitlich niedrige Leukozytenadhdsion
mit Werten zwischen 76-153 Zellen/mm? beobachtet werden. Die Induktion der akuten bzw.
chronischen Arthritis fithrte im DBA1/J und TCR Mausstamm zu einem signifikanten Anstieg
der adhidrenten Leukozyten. Im Vergleich mit den Kontrollgruppen war die

Leukozytenadhdrenz um das 6 bisl2-fache signifikant erhoht. In der resistenten FVB/NJ
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Maus wurde nach Arthritisinduktion keine Steigerung der leukozytdren Adhédrenz beobachtet.
Sowohl unter Kontrollbedingungen als auch bei der CIA hafteten nur wenige Leukozyten fest
am Endothel (Abb. 13B).
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Abbildung 13: In vivo Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in zwei Tiermodellen zur RA. A) Fraktion der rollenden
Leukozyten (als Prozentsatz zu allen passierenden Leukozyten) und B) Zahl der adhdrenten Leukozyten (Zellen
pro mm? endotheliale Oberflache) der postkapillaren, synovialen Venolen in FVB/NJ, TCR, und DBA1/J Mausen
nach Kollagen Il (Kollagen) bzw. Anti-Kollagen Il Antikdrper-Exposition (K-mAb) im Vergleich zu CFA/PBS-
behandelten Kontrolltieren. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Kniegelenke erfolgte 6 Wochen nach
Kollagen [lI/CFA-Immunisierung bzw. 24 Stunden nach Anti-Kollagen Il Antikérper/PBS-Exposition. Die
Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05 vs CFA/TCR,
#p<0,05 vs CFA/DBA1/J, §p<0,05 vs PBS/DBA1/J, ANOVA, post hoc Vergleichstest.

5.1.2. Klinischer Score

Bei der klinischen Beurteilung konnten aufgrund der frithen Untersuchungszeitpunkte keine
inflammatorischen Gelenkverdanderungen im Sinne von Rotung und Schwellung beobachtet
werden (Score nach Nandakumar et al. 2003: <0,1). Es bestanden keine Stammunterschiede
oder Differenzen innerhalb der Arthritismodelle im Vergleich zu den Kontrollbedingungen

(Tab. 2).

Kollagen K-mAb
- ¥ N +
FVB/NJ <0,1 <0,1 - -
TCR <01 <01 - -
DBA1/J <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

Tabelle 2: Klinischer Score nach Nandakumar et al. (2003) in FVB/NJ, TCR und DBA1/J M&usen nach
Arthritisinduktion. Der Score wurde 6 Wochen nach Kollagen Il (Kollagen)/CFA-Applikation bzw. 24 Stunden nach
Anti-Kollagen Il Antikérper/PBS-Exposition (K-mAb) vor Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes
erhoben. Die Daten sind als Mittelwerte bei n=7 Tieren pro Gruppe dargestellt.
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5.1.3. Blutanalyse

Die Applikation von Kollagen (CII) bzw. Anti-CII Antikorper, sowie die Gabe der
Kontrollsubstanzen CFA oder PBS fiihrte in den M&usen, unabhingig vom Mausstamm, zu
keiner Beeinflussung des Blutbildes. Eine Leukozytose war nach dem Entziindungsstimulus
nicht zu verzeichnen (Tab. 3). Die Differenzierung der Leukozyten ergab ebenfalls keine

Auffilligkeiten (Ergebnisse nicht gezeigt).

Kollagen K-mAb
- + - + - + - +

FVB/NJ TCR DBA1/J DBA1/J

Hamoglobin (mmol/l) 65+04 7102 7104 7901 7104 7703 7901 83%02
Héamatokrit (%) 36 +2 40 £1 41+£3 46 £1 43+3 47 £2 48 +2 50 +1
Thrombozyten (10%1) 851+ 96 984 £210 551+£124 743111 447 +£73 729+124 654+98 798 + 141
Leukozyten (10°/1) 3805 18+05 21+08 3707 44+09 4910 41+£11 60+15

Tabelle 3: Blutbild nach Kollagen Il (Kollagen) bzw. Anti-Kollagen 1l Antikérper-Exposition (K-mAb) im Vergleich
zu CFA/PBS-behandelten Kontrolltieren in FVB/NJ, TCR und DBA1/J Mausen. Die Daten sind als Mittelwerte und
SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe dargestellt. Die Blutentnahme erfolgte nach Abschlu® der Inravitalmikroskopie.

5.1.4. Histologischer Score

Die histologischen Schnitte der untersuchten Kniegelenke von FVB/NJ, TCR und DBA1/J
Miusen zeigten eine durchgehend einschichtige Synovialis ohne Knorpel- und
Knochenaffektionen (0-1 Punkte nach Brackertz et al. 1977, Ergebnisse nicht gezeigt). Somit
wurden  keine inflammatorischen = Kniegelenksverdnderungen 1im  Sinne  einer
Mehrschichtigkeit der Synovialis beobachtet (Abb. 14). Unabhingig von den Mausstimmen
und der Arthritisinduktion konnten nach histologischer Aufarbeitung der Kniegelenke
aufgrund der frithen Untersuchungszeitpunkte keine Gruppenunterschiede beobachtet werden.
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Abbildung 14: Reprasentative Kniegelenkshistologien nach Kollagen Il (Kollagen) bzw. Anti-Kollagen I
Antikdrper-Exposition (K-mAb) ) in FVBN/J, TCR, und DBA1/J Mausen; 6 Wochen (Kollagen) bzw. 24 Stunden

(K-mAb) nach Arthritisinduktion (VergréRerung x20).
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5.2. Versuchsabschnitt I1

5.2.1. Mikrozirkulation der Kniegelenke von arthritischen Miusen mit ALP-
Vorbehandlung

5.2.1.1. Mikrovaskulére Perfusion der Synovialschleimhaut

Funktionelle Kapillardichte. Die funktionelle Kapillardichte der synovialen Kniegelenks-
schleimhaut lag nach Arthritisinduktion (CAIA) wihrend 24 Stunden konstant um
430cm/cm®. Die Therapie mit 100ug ALP, zeitgleich zur Arthritisinduktion, ergab keine
Abweichungen der funktionellen kapillaren Dichte im Vergleich zu den Kontrollbedingungen
(PBS) (Abb. 16). Nach 72 Stunden wurden sowohl in der PBS als auch in der ALP-Gruppe
(100png) reduzierte Werte (ca. 400cm/cm?) im Vergleich zu den Miusen, welche nach 6 und
24 Stunden untersucht wurden, beobachtet. Uberraschend war die funktionelle Kapillardichte
bei den Tieren nach hochdosierter ALP-Applikation (300pg) im Vergleich zu den PBS-
behandelten Méusen und den 100ug ALP-vorbehandelten Tieren signifikant vermindert. Die
Reduktion wurde 6 Stunden sowie 24 Stunden nach Applikation beobachtet (Abb. 15).
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Abbildung 15: In vivo Effekt von ALP auf die synoviale Mikrozirkulation im Modell der CAIA der Maus.
Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?) nach Anti-Kollagen Il Antikérper-Exposition in DBA1/J M&usen, welche
zeitgleich mit PBS oder ALP in steigender Dosierung (100ug oder 300ug) behandelt wurden. Die
Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes erfolgte 6, 24 oder 72 Stunden nach Arthritisinduktion. Die Darstellung der
Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05 vs. PBS, # p<0,05 vs. ALP 100ug,
ANOVA, post hoc Vergleichtest. n. b., nicht bestimmt.

Blutzellflieffgeschwindigkeit. Ohne ALP-Behandlung der Méuse lag die Erythrozytenflie-
geschwindigkeit in synovialen postkapillaren Venolen nach Induktion der CAIA zwischen
430-612um/sec. Diese Werte waren konform mit den Ergebnissen arthritischer Tiere aus dem

Versuchsabschnitt I. Die Vorbehandlung der Méuse mit 100pg ALP ergab im Vergleich zu
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den PBS-behandelten Kontrolltieren keine signifikante Differenz. Hingegen wurde in den
ALP-Hochdosisgruppen nach 6 und 24 Stunden eine deutliche Reduktion der
BlutzellflieBgeschwindigkeit beobachtet. Sowohl im Vergleich mit den PBS-behandelten
Kontrolltieren als auch mit den 100png ALP-vorbehandelten Madusen wurde bei den Méusen
nach hochdosierter ALP-Gabe (300ug) eine signifikant reduzierte Erythrozytenflie3-
geschwindigkeit ermittelt (Abb. 16).
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Abbildung 16: In vivo Effekt von ALP auf die synoviale Mikrozirkulation im Modell der CAIA der Maus. Venulare
Erythrozytengeschwindigkeit (Vrsc in um/sec) in der synovialen Kniegelenksschleimhaut nach Anti-Kollagen Il
Antikdrper-Exposition in DBA1/J Mausen, welche zeitgleich mit PBS oder ALP in unterschiedlicher Dosierung
(100pg oder 300ug) behandelt wurden. Die Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes erfolgte 6, 24 oder 72
Stunden nach Arthritisinduktion. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro
Gruppe. *p<0,05 vs. PBS, # p<0,05 vs. ALP 100ug, ANOVA, post hoc Vergleichtest. n. b., nicht bestimmt.

5.2.1.2. Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in synovialen Venolen

Die leukozytdre Aktivierung infolge der Arthritisinduktion konnte durch die Therapie mit
ALP deutlich inhibiert werden. Dies spiegelte eine reduzierte Endothelzell-Interaktion der
Leukozyten wider. Die hemmende Wirkung von ALP bezog sich sowohl auf den Leukozyten-
flux als auch auf die rollenden und adhérenten Leukozyten. Da sich der inhibitorische Effekt
von ALP bereits zu den Untersuchungszeitpunkten nach 6 und 24 Stunden deutlich
abzeichnete, ohne signifikante Effizienzzunahme nach hochdosierter ALP-Vorbehandlung,
verzichteten wir zum Untersuchungszeitpunkt nach 72 Stunden auf die 300pg ALP-Gruppe,
die eine erneute ALP-Applikation nach 24 Stunden beinhaltet hitte. Die Darstellung der
Leukozyten erfolgte mit Hilfe des Leukozytenmarkers Rhodamin 6G.

Leukozytenflux. Die Anzahl der passierenden Leukozyten war nach ALP-Gabe im Vergleich

zu den PBS-behandelten Kontrolltieren zu allen Untersuchungszeitpunkten vermindert.
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Wihrend die Injektion von 100pug ALP nur eine minimale Reduktion des leukozytdren Flux
erzeugte, konnte nach Applikation von 300ug ALP eine signifikant reduzierte Anzahl an
passierenden Leukozyten im Modell der CAIA beobachtet werden. Sowohl 6 als auch 24
Stunden nach ALP-Gabe zeigte sich in der ALP-Hochdosisgruppe eine statistisch signifikante
Reduktion der frei flieBenden Leukozyten im Vergleich zu den Tieren, welche mit PBS bzw.

100pg ALP vorbehandelt wurden (Abb. 17).
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Abbildung 17: In vivo Effekt von ALP auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion im Modell der CAIA der Maus.
Leukozytenflux (n/20sec) in den postkapillaren, synovialen Venolen nach Anti-Kollagen Il Antikérper-Exposition in
DBA1/J Mausen, welche zeitgleich mit PBS oder ALP in unterschiedlicher Dosierung (100ug oder 300ug)
behandelt wurden. Die Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes erfolgte 6, 24 oder 72 Stunden nach
Arthritisinduktion. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05
vs. PBS, # p<0,05 vs. ALP 100ug, ANOVA, post hoc Vergleichtest. n. b., nicht bestimmt.

Rollende Leukozyten. Der Anteil der rollers in Prozent aller passierenden Leukozyten lag
nach Induktion der CAIA bei ca. 30%. Nach Applikation von ALP konnte in den arthritischen
Tieren sowohl nach 6, 24 und 72 Stunden eine deutliche Rekuktion der rollenden Leukozyten
in den synovialen Venolen beobachtet werden (Abb. 18). Die Vorbehandlung der Miuse mit
100pg ALP erzeugte im zeitlichen Verlauf eine kontinuierliche, signifikante Reduktion der
rollers um ca. 30% im Vergleich zu den PBS-behandelten Kontrolltieren. In der ALP-
Hochdosisgruppe (300ng) war zum frithen Untersuchungszeitpunkt nach 6 Stunden ebenfalls
eine signifikante Reduktion der rollenden Leukozyten im Vergleich zu den Kontrollmédusen
(PBS) zu verzeichnen. Dieser hemmende Effekt lie3 sich allerdings nach 24 Stunden nicht
mehr beobachten. Uberraschend war die Fraktion der rollenden Leukozyten in der
hochdosierten ALP-Gruppe nach 24 Stunden im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS) um 18%
erhoht. Vergleichend mit den Tieren, welche mit 100ug ALP vorbehandelt wurden, bestand
sogar eine signifikant erh6hte Anzahl der rollers in der 300ug ALP-Gruppe (Abb. 18).
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Abbildung 18: In vivo Effekt von ALP auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion im Modell der CAIA der Maus.
Fraktion rollender Leukozyten (als Prozentsatz zu allen passierenden Leukozyten) am Endothel der
postkapillaren, synovialen Venolen nach Anti-Kollagen Il Antikdrper-Exposition in DBA1/J Mausen, welche
zeitgleich mit PBS oder ALP in steigender Dosierung (100ug oder 300ug) behandelt wurden. Die
Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes erfolgte 6, 24 oder 72 Stunden nach Arthritisinduktion. Die Darstellung der
Daten erfolgte als Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05 vs. PBS, # p<0,05 vs. ALP 100ug,
ANOVA, post hoc Vergleichtest. n. b., nicht bestimmt.

Adhdrente Leukozyten. Die intravitalmikroskopischen Bilder (Abb. 19) und die Diagramme
(Abb. 20) zeigen den blockierenden Effekt von ALP auf die feste Adhdsion der Leukozyten
mit dem Endothel synovialer Venolen nach Arthritisinduktion deutlich auf. Die
Immunisierung der Mduse mit monoklonalen Antikorpern fiihrte zu einer inflammatorischen
Zellantwort, die mit einer vermehrten Leukozytenadhédsion am Gefdllendothel einher ging
(Versuchsabschnitt I, Abb. 13). Nach Arthritisinduktion lag die leukozytire Adhdrenz ohne
ALP-Behandlung zwischen 928-1354 Zellen/mm? (Abb. 20). Durch die Therapie mit ALP
konnte die Leukozytenadhédrenz deutlich reduziert werden. Sowohl die Applikation von
100pg als auch von 300ug ALP erwies sich als effizient. Zu allen Untersuchungszeitpunkten
fiihrte die ALP-Behandlung der Méuse im Vergleich zu den PBS-behandelten Tieren zu einer
signifikanten Reduktion der leukozytéren Adhédrenz. 6 Stunden nach dem Antikorpertransfer
konnte die Leukozytenadhirenz durch die gleichzeitige Therapie der Mause mit 100pg ALP
um ca. 55% und nach Applikation von 300png ALP sogar um 77% gesenkt werden. In der
Intravitalmikroskopie zeigte sich 24 Stunden nach ALP-Gabe (100png bzw. 300ug),
vergleichend mit den Kontrollbedingungen (PBS), ebenfalls eine Reduktion der
Leukozytenadhdrenz um mehr als 50%. Zum spiten Untersuchungszeitpunkt (72 Stunden)
wurde die leukozytire Adhdrenz durch die ALP-Therapie im Vergleich zu den Kontrolltieren

um 32% verringert.



Ergebnisse 44

Abbildung 19: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen adharenter Leukozyten in postkapillaren
Venolen nach Arthritisinduktion mit und ohne ALP-Behandlung (VergréRerung x 376).
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Abbildung 20: In vivo Effekt von ALP auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion im Modell der CAIA der Maus.
Zahl der adhérenten Leukozyten (Zellen pro mm? endotheliale Oberflaiche) am Endothel der postkapillaren,
synovialen Venolen nach Anti-Kollagen Il Antikérper-Exposition in DBA1/J M&usen, welche zeitgleich mit PBS
oder ALP in unterschiedlicher Dosierung (100ug oder 300ug) behandelt wurden. Die Intravitalmikroskopie des
Kniegelenkes erfolgte 6, 24 oder 72 Stunden nach Arthritisinduktion. Die Darstellung der Daten erfolgte als
Mittelwerte und SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe. *p<0,05 vs. PBS, ANOVA, post hoc Vergleichtest. n. b., nicht
bestimmt.

5.2.2. Klinischer Score

Die klinische Beurteilung des Gelenkstatus ergab, wie erwartet, aufgrund der geringen
Zeitspanne von maximal 72 Stunden nach Arthritisinduktion keine signifikanten
Unterschiede. Bei den Tieren, die nach 6 und 24 Stunden untersucht wurden, konnten
unabhéngig von der ALP-Behandlung keinerlei inflammatorischer Gelenkverdnderungen im
Sinne von Roétung und Schwellung beobachtet werden (<0,1). Zum spiten Untersuchungs-
zeitpunkt nach 72 Stunden zeigten sich bei den Kontrolltieren (PBS) vereinzelt

Gelenkentziindungen, insbesondere der kleinen VorfuB3gelenke. Im Vergleich dazu waren bei
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den ALP-behandelten Méusen nach 72 Stunden weniger Vorfugelenke entziindlich
verdndert. Eine statistische Signifikanz ergab sich allerdings nicht. Inflammatorische Gelenk-

verdnderungen der groBBen Gelenke, insbesondere der Knie- und Sprunggelenke, blieben aus

(Tab. 4).

6h 24h 72h
PBS <0,1 <0,1 <1,67
ALP 100pg <0,1 <0,1 < 0,860
ALP 300ug <0,1 <0,1 n.b.

Tabelle 4: Klinischer Score nach Nandakumar (0-60 Punkte, Nandakumar et al, 2003) nach Anti-Kollagen II
Antikorper-Exposition in DBA1/J M&usen, welche zeitgleich mit PBS oder ALP in unterschiedlicher Dosierung
(100ug oder 300ug) behandelt wurden. Der Score wurde vor Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie des
Kniegelenkes erhoben. Die Daten sind als Mittelwerte bei n=7 Tieren pro Gruppe dargestellt. n. b., nicht
bestimmt.

5.2.3. Blutanalyse

Die nach Versuchsende angefertigten Blutbilder zeigten nach Arthritisinduktion und
Therapiemodulation mit ALP bzw. PBS keine pathologischen Verdnderungen oder
Differenzen. Eine Leukozytose oder eine Beeinflussung der Subpopulationen im Sinne einer
Lympho- oder Granulozytose (Ergebnisse nicht gezeigt) lieBen sich nicht nachweisen (Tab.

5).

6h 24h 72h

PBS ALP ALP PBS ALP ALP PBS ALP ALP
100pg 300ug 100pg 300ug 100pg 300png

Hamoglobin  7,6+0,3 7,8+02 79%15 83+02 92+05 82+0,3 10,5+0,8 8,8+0,3 n.b.
(mmoll/l)

Hamatokrit 47 1 47 £ 1 49+9 50 + 1 56+3  47%2 665 542  nb.
(%)

Thrombozyten 730 £ 123 759+ 139 140478 798+ 141 663+ 153 202£124 702:94 80872 nb.
(10°1)

Leukozyten 10,009 87%05 69:40  60:15 7,012 6419 7408 8210 nb,
(10°1)

Tabelle 5: Hdmoglobin, Hadmatokrit und Blutzellanalyse nach Anti-Kollagen Il Antikérper-Exposition in DBA1/J
Mausen, welche zeitgleich mit PBS oder ALP in unterschiedlicher Dosierung (100ug oder 300ug) behandelt
wurden. Die Blutentnahmen erfolgten nach Abschluf’ der Intravitalmikroskopie. Die Daten sind als Mittelwerte und
SEM bei n=7 Tieren pro Gruppe dargestellt. n. b., nicht bestimmt.
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5.2.4. Histologischer Score

Die histologischen Schnitte der Kniegelenke von DBA1/J Méusen, beurteilt nach dem Score
nach Brackertz (0-4 Punkte, Brackertz et al. 1977), waren einheitlich durch eine einschichtige
Synovialis ohne Knorpel- und Knochenaffektionen (0-1 Punkt nach Brackertz, Ergebnisse
nicht gezeigt) charakterisiert. Typische histologische Verdnderungen im Sinne chronisch
inflammatorischer Kniegelenksreaktionen, wie beispielsweise synoviale Hyperplasie bis zu
Knorpel- und Gelenkdestruktionen, lieen sich durch die frithen Untersuchungszeitpunkte bis
maximal 72 Stunden nach Arthritisinduktion unabhidngig von der Therapie mit ALP nicht
nachweisen (Abb. 21).

e o

PBS | ALP 100pg

Abbildung 21: Représentative Kniegelenkshistologien 72 Stunden nach Anti-Kollagen Il Antikérper-Exposition in
DBA1/J Mausen, welche zeitgleich mit PBS oder ALP in unterschiedlicher Dosierung (100ug oder 300ug)
behandelt wurden (Vergrofierung x20).
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5.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen in vivo Studie wurde im ersten
Versuchsabschnitt in der frithen Phase zweier kinetisch unterschiedlicher Arthritismodelle der
Maus die synoviale Mikrozirkulation am Kniegelenksmodell charakterisiert. Der zweite
Versuchsabschnitt erfolgte zur Analyse der anti-inflammatorischen Wirksamkeit von ALP auf
die Mikrozirkulation der Kniegelenksschleimhaut nach Arthritisinduktion. Die intravital-
mikroskopisch erhobenen Daten der synovialen Mikrozirkulation wurden untermauert durch
klinische und histologische Beurteilungen. Hierbei konnten folgende Ergebnisse erarbeitet

werden:

1. Die Arthritisinduktion fithrte insgesamt zu geringen FEinschrinkungen der
mikrovaskuldren Perfusion. Die funktionelle Kapillardichte der Synovialschleimhaut war
wihrend der Initiationsphase weitestgehend konstant. Es bestand lediglich eine Tendenz
zu reduzierten Werten nach Arthritisinduktion. Uberraschend war die funktionelle
Kapillardichte im Modell der CAIA vergleichend mit den Kontrolltieren erhoht.
Beziiglich der BlutzellflieBgeschwindigkeit wurde eine relevante Reduktion in den

arthritischen Tieren beobachtet.

2. Trotz Abwesenheit klinisch, manifester Gelenkverdnderungen aufgrund des frithen
Untersuchungszeitpunktes nach Arthritisinduktion konnte innerhalb der synovialen
Mikrozirkulation eine massive Entziindungsreaktion beobachtet werden. Die
Arthritisinduktion fiihrte zu einer deutlich gesteigerten Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion. Sowohl die Anzahl der rollers als auch der adhdrenten Leukozyten waren im

Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant erhoht.

3. In den =zwei unterschiedlichen Arthritismodellen (CIA, CAIA) wurden in den
empfinglichen Mausstimmen nahezu gleiche mikrozirkulatorische Verdnderungen

wihrend der Initiationsphase beobachtet.

4. Die Applikation des Proteinaseinhibitors ALP fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der
synovialen Entziindungsreaktion im Modell der CAIA. Der hemmende Einflufl von ALP

auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bezog sich gleichermaflen auf das Rolling
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und die Adhédrenz. Am effektivsten zeigte sich die Hemmung durch ALP sechs Stunden
nach Applikation. Weiterhin war zum frithen Untersuchungszeitpunkt eine deutliche
Abhingigkeit der leukozytdren Hemmung von der ALP-Dosierung erkennbar. Zu spéteren
Zeitpunkten bewirkte die Dosissteigerung von ALP (300ng) keine weitere Hemmung der

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion im Vergleich zur Standarddosis von 100ug ALP.

5. Die hochdosierte ALP-Behandlung fiihrte in arthritischen Tieren zu einer Reduktion der
mikrovaskuldren Perfusion der Synovialschleimhaut. Die funktionelle Kapillardichte, als
Mal der nutritiven Perfusion, war nach Applikation von 300png ALP im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen statistisch signifikant reduziert. Die BlutzellflieBgeschwindigkeit
wurde durch die Gabe von 300nug ALP ebenfalls reduziert.
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6. Diskussion

6.1. Diskussion der Methoden

Die Begriffe in vivo und in vitro spielen heute in der medizinischen Forschung eine wichtige
Rolle. In vivo, aus dem Lateinischen iibersetzt mit ,im Leben®, beschreibt eine
wissenschaftliche Versuchsdurchfithrung am lebenden Objekt, wihrend in vitro (lat.: im Glas)
den Versuch im Reagenzglas bezeichnet. Wahrend in vitro Ergebnisse nicht ohne weiteres auf
die im Korper herrschenden physiologischen Verhéltnisse iibertragbar sind, stellen sich in
vivo Untersuchungen weit aus komplexer und schwieriger dar, und erfordern hiufig ein
invasives Vorgehen.

Die medizinische Forschung ist auf experimentelle Untersuchungen zur RA angewiesen, um
die Entschliisselung der komplexen Mechanismen dieses Krankheitsbildes weiter voran zu
treiben. Ziel ist es, daraus effiziente und nebenwirkungsdrmere Strategien in der Therapie
sowohl der akuten als auch chronischen Erkrankung abzuleiten. Aufgrund -ethischer
Fragestellungen und der schwierigen, eingeschrankten Darstellung der zu untersuchenden
Gewebe, gepaart mit der heterogenen Manifestation der Erkrankung, ist der Rahmen fiir
potentielle in vivo Untersuchungen an Patienten mit RA stark limitiert.

Somit werden in vivo Experimente seit Jahrzehnten in Form von Tierversuchen durchgefiihrt.
Der Einsatz von Tiermodellen ist unumgénglich, um invasiv und mechanistisch Daten zu
erheben, welche die bisher erworbenen Kenntnisse zur RA erweitern. Tiermodelle zur RA
ermoglichen substantielle Einblicke in grundlegende pathogenetische Mechanismen der
akuten und chronischen Arthritis und liefern dariiber hinaus iibergreifende Erkenntnisse zu
Autoimmunerkrankungen.

Die RA ist eine heterogene Erkrankung, welche in verschiedene Subtypen klassifiziert wird.
Die Subtypen werden durch unterschiedliche genetische Faktoren und Umwelteinfliisse
gepragt. Daraus folgt, dass es nicht nur ein Modell geben kann, sondern verschiedene Modelle
mit unterschiedlichen Phénotypen und pathogenetischen Grundlagen existieren. Wéahrend kein
Modell ein perfektes Abbild der RA darstellt, ist entsprechend der Fragestellung ein
geeignetes, etabliertes Modell auszuwihlen. Etablierte Tiermodelle sind einfach
reproduzierbar und durch vorangegangene Untersuchungen gut charakterisiert.

In unserer Studie wurden méannliche Méause verschiedener Mausstamme (TCR, DBA1/J und
FVB/NJ) verwendet. Die Maus hat sich in der medizinischen Forschung tiber Jahre hinweg

bewédhrt und etabliert. Neben Vorteilen wie beispielsweise geringe Kosten, hohe
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Verfiigbarkeit und im Vergleich zu GroBtieren einfache Haltung, ist die Maus durch
zahlreiche vorausgegangene Untersuchungen ein immunologisch und genetisch gut

charakterisiertes Tier (Blake JA et al. 2008; www.informatics.jax.org).

6.1.1. Kollagen-induzierte Arthritis

Unsere Ziel- und Fragestellung beinhaltete die Charakterisierung mikrozirkulatorischer
Verdnderungen in der frithen Phase nach Arthritisinduktion. Das Kniegelenksmodell der
Maus ermoglicht mittels der Multifluoreszenzmikroskopie eine direkte online-Visualisierung
der synovialen Mikrozirkulation und wurde bereits erfolgreich am Modell der AIA angewandt
(Brackertz et al. 1977; Szanto et al. 2004). Die AIA ist ein etabliertes und vielfiltig genutztes
Arthritismodell. Ungleich zur RA, einer chronisch progressiven Erkrankung mit Beteiligung
multipler Gelenke, reprisentiert die AIA eine akute, monoartikuldre Form der Arthritis, die
sich am Kniegelenk nach einer intraartikuldren Antigenapplikation manifestiert (Brackertz et
al. 1977). Aufgrund der unterschiedlichen klinischen und pathognomischen Charakteristika
im Vergleich zur humanen Erkrankung ergeben sich Bedenken zur klinischen Relevanz und
Ubertragbarkeit der AIA (Wooley 2004; Gal et al. 2005). Dies veranlasste uns, das
Kniegelenksmodell in derzeit mehr genutzte und umfangreicher charakterisierte Tiermodelle
der Maus zur RA zu transferieren.

Das Modell der CIA ist ein seit 25 Jahren intensiv studiertes Tiermodell, das sowohl
immunologische, pathologische und genetische Merkmale mit der humanen RA teilt (Ho et al.
1986, Holmdahl et al. 1990). Das Modell ist in genetisch empfianglichen Mausstimmen
reproduzierbar. Wie bei der RA ist die Empfianglichkeit eng mit der Expression von Klasse 11
MHC Allelen verkniipft (Wooley et al. 1981; Brunsberg et al. 1994).

Die Cll-induzierte Polyarthritis zeichnet sich durch eine hohe Ubereinstimmung mit dem
klinischen und histologischen Krankheitsbild der RA aus (Trentham et al. 1982). Nach 5-6
Wochen entwickeln sich erste Schwellungen und Roétungen der kleinen VorfuBigelenke,
gefolgt von den Hinterpfoten, mit progredienter Funktionseinschrinkung bis hin zu
Ankylosen und Deformationen. Inflammatorische Gelenkverdnderungen dominieren in den
distalen Sprung-, Tarsal- und Interphalangealgelenken. Diese Tatsache geht mit der RA
konform, die ebenfalls bevorzugt die kleinen Hand- und FuBlgelenke befillt, ist aber als
Nachteil beziiglich unserer Untersuchungen am Kniegelenk zu werten. Mikrozirkulatorische

Analysen von Gelenkverdnderungen nach systemischer Antigenadministration sind auf andere



Diskussion 51

Gelenke tbertragbar, wobei sich gegebenenfalls in klinisch betroffenen Gelenken die
entzlindlich bedingten Verdanderungen der Mikrozirkulation noch préagnanter abzeichnen.

Die klinische Arthritis spiegelt sich histologisch durch charakteristische Synovialzell-
hyperplasie und inflammatorische Zellinfiltration gefolgt von Pannusbildung mit Knorpel-
und Knochenzerstorung wider (Trentham et al. 1977). Allerdings fehlen vergleichend zur RA
typische Ausbildungen von Lymphfollikeln und rheumatoiden Granulomen (Holmdahl et al.
1991; Herold 2004). Wihrend die RA eine préferentielle Disposition des weiblichen
Geschlechts zeigt, entwickeln bei der CIA ménnliche Méuse deutlich hdufiger Symptome als
weibliche Tiere (Jirholt et al. 1998; Jansson und Holmdahl 1998).

Obwohl zahlreiche Studien auf die Erforschung der Pathogenese der CIA fokussierten, sind
bis heute die komplexen Pathomechanismen nur wenig entschliisselt. Hervorgehoben wird
immer wieder die zentrale Rolle von T-Zellen, welche u. a. an T-Zell defizienten Miusen und
thymektomierten Ratten demonstriert wurde (Corthey et al. 1999; Klareskog et al. 1983). Die
Bedeutung der T-Zellen liegt zum einen in der Produktion und Regulation von
proinflammatorischen Zytokinen sowie in der Modulation der B-Zell-Antwort (Holmdahl et
al. 1985a). Man unterscheidet zwischen CD4'T-Zellen als typische T-Helferzellen und
CDS8'T-Zellen, den klassischen zytotoxischen Zellen. Autoreaktive T-Helfer-Zellen, die
gegen korpereigenes Gewebe gerichtet sind, erkennen Kollagen mittels zellstindigem MHC II
und stimulieren B-Zellen, Antikorper zu bilden. Die daraus resultierenden Immunkomplexe
werden im Gewebe abgelagert, aktivieren das Komplementsystem sowie ortsstindige Zellen
und implifizieren somit den Entziindungsprozel (Holmdahl et al. 1986). Entscheidend
beeinflult wird die T-Zellfunktion durch die Expression der a und  Oberflichenrezeptoren
(TCR), welche verantwortlich fiir die Antigenbindung sind (Osman et al. 1998). Die
Pathologie der CIA wird durch das komplexe Zusammenspiel von zelluldren und humoralen
Immunmechanismen bestimmt (Hom 1986; Seki et al. 1988; Holmdahl 1990). Neben der T-
Zell-Reaktivitdt wurde die Bildung CllI-spezifischer Antikorper bei der Progression der CIA
gut dokumentiert. B-Zell-defiziente Maiuse sind trotz eines genetisch empfinglichen
Hintergrundes gegeniiber der CIA resistent (Svensson et al. 1998).

Zusammenfassend setzt die Immunisierung mit CII eine Entziindungskaskade mit T-und B-
Zell-Aktivierung in Gang, gefolgt von einer Leukozytenmigration ins Gewebe. Die
Zellinfiltration zusammen mit der komplexen Bildung von Zytokinen und anderen
Mediatoren bedingen im Verlauf das klinische und histologische Bild der CIA (Feldmann
1996).
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Bisherige Studien wurden zum groflen Teil am Gipfel der Erkrankung, d.h. nach dem
Auftreten klinisch manifester arthritischer Gelenkverdnderungen erhoben. Die initialen
Schritte der Arthritisentwicklung und im Besonderen die frithe Leukozyteninfiltration des
Gewebes sind bisher nicht definiert. Aufgrund dessen fokussierten wir bewusst auf die
Leukozytendiapedese zu einem frithen Zeitpunkt, d.h. vor dem Auftreten klinischer
Symptome. Die erfolgreiche Umsetzung der Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes im
Modell der CIA ermdglicht ankniipfenden Studien die synoviale Mikrozirkulation weiter zu
entschliisseln. Interessant wére u.a. eine Differenzierung der Leukozytensubpopulationen bei
der frithen Gewebeinfiltration. Bisher ist nicht bekannt, ob die initiale Leukozyteninfiltration
durch Granulozyten geprégt ist oder vorrangig eine lymphozytire Infiltration des Gewebes
besteht. Des Weiteren konnen mit Hilfe der Intravitalmikroskopie die am Modell der CIA
vielfach getesteten und entwickelten Immuntherapien mikrozirkulatorisch untersucht werden.
Die Beeinflussung der Mikrozirkulation durch Anti-Zytokin-Therapien wie z.B. die Anti-
TNF-0-oder Anti-TGF-B-Therapie (Kuruvilla et al. 1991; Brahn et al. 1992; Piguet et al.
1992; Cooper et al. 1992), aber auch neue Therapieansidtze mit Anti-Adhédsionsmolekiilen
(ligo et al. 1991; Jasin et al. 1992; Kakimoto et al. 1992) konnen einfach und direkt
visualisiert und analysiert werden. Ergénzende mikrozirkulatorische Analysen tragen

moglicherweise zur Optimierung der Therapien bei.

6.1.2. Anti-Kollagen Typ II Antikorper-induzierte Arthritis

Die CAIA ist ein relativ neues Tiermodell der RA, welches sich vor allem durch seinen
akuten Verlauf auszeichnet. Nachdem die Bedeutung von IgG Antikorpern gegen CII in
Patienten mit RA (Cook et al. 1996) und insbesondere bei der Pathogenese der CIA vielfach
belegt wurde (Stuart et al. 1982; Stuart und Dixon 1983), zeigten darauf aufbauende Studien,
dass sich durch den Transfer von monoklonalen Antikérpern eine Arthritis in gesunden
Maiusen erzeugen ldsst (Holmdahl et al. 1986). Es folgten weitere Untersuchungen mit dem
Ergebnis, dass der Transfer einer Kombination aus zwei spezifischen CII Antikérpern, CIIC1
und M2.139, sich am effektivsten bei der Arthritisinduktion in Méusen erwies (Terato et al.
1992, 1995; Johansson et al. 2001; Svensson et al. 2002; Burkhardt et al. 2002; Nandakumar
und Holmdahl 2005). Dabei kann LPS als zweiter Inmunstimulus verwendet werden, ist aber
nicht essentiell fiir die Arthritisinduktion (Nandakumar et al. 2003b). Die Antikérper binden

an spezifische konformationsabhiangige Epitope des Kollagenmolekiils, welche
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gleichermallen in Maiusen, Ratten und Menschen exprimiert werden (Schulte et al. 1998;
Kraetsch et al. 2001; Bajtner et al. 2005).

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir einen Cocktail, bestehend aus den arthritogenen
IgG Antikorpern CIIC1 und M2.139 in der Standarddosis von 4,5mg pro Antikorper.
Aufgrund der hoheren Inzidenz und starkeren Arthritis im Vergleich zur i.p. Injektion wurde
das Gemisch i.v. appliziert. Auf eine LPS-Substitution, die standardisiert am 5. Tag
vorgesehen ist, wurde aufgrund unserer frithen Untersuchungszeitpunkte verzichtet.

Ca. 5 Tage nach dem Antikorpertransfer zeigen sich vor allem an den Vorfullgelenken erste
entzlindliche Gelenkverdnderungen mit Schwellungen und Rétungen, die nach 8-10 Tagen
maximal ausprigt sind. Die histologische Aufarbeitung arthritischer Gelenke ist durch eine
massive Granulozyten- und Makrophageninfiltration, Fibrinablagerungen, Pannusformation
und Knochenerosionen charakterisiert (Nandakumar und Holmdahl 2007).

Die Entwicklung der CAIA unterscheidet sich von der Pathogenese der CIA vor allem durch
die Tatsache, dass die Induktionsphase der CIA, welche sich durch T-Zell-Aktivierung und
Antikorperproduktion durch aktivierte B-Zellen auszeichnet, gewissermallen iibersprungen
wird. Daraus ergibt sich die Annahme, dass die Entwicklung der CAIA unabhédngig von
MHC-assoziierten T- und B-Zellen verlduft. Unterstiitzend konnte gezeigt werden, dass T-
Zell- und B-Zell-defiziente Miuse fiir CAIA empfinglich sind. Interessanterweise ist die sich
entwickelnde Arthritis stidrker ausgepriagt als bei immunkompetenten Méusen, so dass von
einer modulatorischen Rolle dieser Zellen ausgegangen werden mufl (Nandakumar et al.
2004). Des Weiteren bewirkte der Transfer von Cll-reaktiven T-Zellen eine Prolongation der
akuten Arthritis, aber keine chronische Verlaufsform im Modell der CAIA (Nandakumar et al.
2004; Mitamura et al. 2007). Man nimmt an, dass sich das regulatorische Potential der
Lymphozyten im Besonderen bei der Initiation der Erkrankung auf die Modulation der
Zytokinumgebung bezieht. Studien zeigten, dass IL-1 und TNF-a die wichtigsten Zytokine
bei der Entwicklung der CAIA sind (Kagari und Shimozato 2002).

Im Vergleich zum klassischen Modell der CIA bietet die CAIA Vorteile durch den akuten
Verlauf, die MHC-Haplotyp Unabhingigkeit und die hohe Reproduzierbarkeit. Das Bild der
manifesten Arthritis der zwei Modelle weist viele gemeinsame Charakteristika auf. Ahnlich
zur CIA steigt mit dem Alter der Miuse die Empfinglichkeit fiir die CAIA. Des Weiteren
finden sich Parallelen zur CIA beziiglich des Einflusses von Geschlecht und Hormonen.
Weibliche Miuse sind weniger empfianglich als ménnliche. Die reduzierte Arthritisinzidenz
beim weiblichen Geschlecht wird u.a. durch Oestrogene vermittelt (Jansson et al. 1990;

Nandakumar et al. 2003b; Nandakumar und Holmdahl 2007).
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Das pathogene Potential von Antikérpern nach Bindung an der Knorpeloberfldche basiert
vorrangig auf dem Fc-Fragment des Antikorpermolekiils, welches tiber Interaktionen mit Fc-
Rezeptoren das Komplementsystem sowie die Zielzelle aktiviert. Fc-Rezeptoren sind
Membranrezeptoren fiir verschiedene Immunglobuline und gehdren zur Immunglobulin-
Superfamilie. Fcy-Rezeptoren binden die Fc-Doméne von IgG und werden in der Maus auf
allen hamatopoetischen Stammzellen exprimiert. Eine Aktivierung von Zellen iiber Fc-
Rezeptoren fiithrt zu gesteigerter Phagozytose, der Produktion und Freisetzung von Zytokinen,
der Endozytose opsonierter Antigene und der antikdrperabhédngigen zelluldren Zytotoxitit. In
der Maus und im Mensch existieren drei Strukturtypen des Fcy-Rezeptors (Unkeless et al.
1988; Ravetch & Kinet 1991). Die Fcy-Rezeptoren FcyRI und FeyRIII leiten aktivierende
Signale in das Zellinnere weiter. Der Subtyp FcyRII ist dagegen ein inhibierender Rezeptor.
FcRy-defiziente Méuse sind resistent gegeniiber der CAIA. Sowohl im Modell der CIA als
auch der CAIA wurde mehrfach gezeigt, dass Fcy-Rezeptoren bei der Gelenkinflammation
eine entscheidende Rolle einnehmen. So sind Miuse mit einer Defizienz des FcyRIIb, welcher
als negativer Regulator der Immunglobulinsynthese bekannt ist, hochsensibel gegeniiber der
CAIA (Nandakumar et al. 2003) und CIA (Kleinau et al. 2000). DBA/1 Méuse, welche
aufgrund genetischer Deletion keine aktivierenden Fcy-Rezeptorer exprimieren, sind gegen
die CIA trotz hoher Antikorpertiter gegen CII resistent (Kleinau et al. 2000).

Wihrend Lymphozyten die Inflammation vermutlich regulatorisch beeinflussen, wird die
akute Phase der CAIA durch die Gelenkinfiltration polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten und Makrophagen dominiert. Dies wird durch eine signifikante Reduktion der
Inzidenz und Schwere der CAIA nach Antikorperblockade von neutrophilen Granulozyten
unterstrichen (Nandakumar et al. 2003b). Aktivierung der Granulozyten und Makrophagen
durch das Komplementsystem sowie durch Interaktion der Fc-Fragmente von CII-gebundenen
Antikorpern mit den zellstdndigen Fcy-Rezeptoren sind wihrend des Entziindungsprozesses
von grofler Bedeutung. C3 und Faktor B-defiziente Maéuse entwickeln nach der
Antikorperexposition jediglich ein milde Form der Arthritis, woraus zu folgern ist, dass die
Komplementaktivierung sowohl {iber den klassischen als auch den alternativen Weg verlduft
(Hietala et al. 2004). Man geht davon aus, dass nach der Antikdrperimmunisierung die
Aktivierung  lokaler = mononukledrer  Zellen  durch  Immunkomplex-vermittelte
Komplementfaktoren oder FcyR Querverkniipfungen eine vermehrte Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen im Gelenk und der ndheren Umgebung bewirkt. Diese
induziert wiederum eine chemotaxische Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und

Makrophagen. Als initialer Schritt wunterhdlt die Zellinfiltration weitere lokale
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inflammatorische Prozesse, einschlieBlich der Mediatorausschiittung und Aktivierung
ortsstandiger Entziindungszellen (Nandakumar et al. 2003a; Hietala et al. 2004).
Zusammenfassend provoziert der Transfer von monoklonalen Antikérpern in nur kurzer Zeit
eine akute, inflammatorische Gelenkentziindung. Das Modell der CAIA eignet sich zum
Screening von Therapeutika, welche vor allem die inflammatorische Phase der
Gelenkentziindung beeinflussen. Dabei ist das Modell keinesfalls auf die RA beschrinkt,
sondern bietet vielmehr eine Plattform zur Erforschung von Pathomechanismen in
Antikorper-vermittelten Erkrankungen.

Nachdem wir die Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes erfolgreich am Modell der CAIA
anwenden konnten (Versuchsabschnitt 1), nutzten wir das Modell im zweiten Schritt zur
Analyse der Effektivitit von ALP auf die initiale Phase der CAIA. Das Modell bietet sich
nicht nur durch den Verlauf, sondern vor allem durch die von neutrophilen Granulozyten
vermittelte Gelenkinflammation besonders an, die Effizienz von ALP, einem bekannten
Immunmodulator und physiologischen Inhibitor neutrophiler Serinproteinasen, zu

untersuchen.

6.1.3. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie und chirurgische Interventionen

Die Intravitalmikroskopie stellt mit ihren heutigen Moglichkeiten eine ideale Methode zur
mikrozirkulatorischen Analyse dar (Menger et al. 1999). Mit Hilfe von fluoreszierenden
Farbstoffen und hochauflésender Technologie konnen Vorginge wie Apoptose,
Flussigkeitstransport, Plasmaextravasation, Endozytose und Diapedese beobachtet und
untersucht werden (Dunn et al. 2002). Dabei handelt es sich um eine etablierte Technik, die
bereits in verschiedenen Spezies und unterschiedlichen Organen, wie z.B. Gehirn (Villringer
et al. 1989), Herz (Tillmanns et al. 1993; Vollmar et al. 1995), Lunge (Kuhnle et al. 1993),
Leber (Vollmar et al. 1993, 1996), Darm (Bohlen und Gore 1976), Pankreas (Vollmar et al.
1994a), Mesenterium (Zweifach 1954 & 1973), Niere (Steinhausen et al. 1981) sowie Haut
(Barker et al. 1989a & b) und Skelettmuskel (Nolte et al. 1994; Menger et al. 1992a & b) zur
Analyse der Mikrozirkulation unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
angewandt wurde. Mittels Epi-Illumination und in vivo Fluoreszenzmikroskopie konnten
gezielte Analysen zur Mikrozirkulation neue Informationen iiber Pathomechanismen von
Entziindungsprozessen, TransplantatabstoBungen und Autoimmunprozessen, sowie deren

medikament6se Beeinflussung eruiert werden (Menger und Lehr 1993; Menger und Vollmar

1996).



Diskussion 56

Nach Etablierung der Intravitalmikroskopie im Kniegelenk der Maus durch Veihelmann und
Mitarbeiter (Veihelmann et al. 1998) erfolgten erste erfolgreiche Anwendungen zur
Charakterisierung der Mikrozirkulation nach einem Immunstimulus am Modell der Antigen-
induzierten Arthritis (Veihelmann et al. 1999; Szanto et al. 2004). AIA représentiert eine
akute, monoartikuldre Form der Arthritis, die durch eine intraartikuldre Antigenapplikation im
Kniegelenk hervorgerufen wird (Brackertz et al. 1977). Ungleich zur AIA handelt es sich bei
der RA um eine chronische, progressive Erkrankung mit Beteiligung multipler Gelenke. Im
Gegensatz zur AIA sind die CIA und CAIA die derzeit mehr verwendeten und besser
untersuchten Arthritismodelle. Beide Modelle sind charakterisiert durch systemische
Autoimmunprozesse mit multipler Gelenkbeteiligung.

Der Aufbau des Kniegelenkes einer Maus, insbesondere des Hoffa-Fettkorpers mit der
Synovialzellschicht, ist vergleichbar mit dem Kniegelenk des Menschen. Das Volumen des
Hoffa-Fettkorpers der Maus betréigt 1-2mm®, wodurch eine optimale Sicht auf das synoviale
Netzwerk erzielt werden kann. Bei der Ratte, die iiber ein 6-8 mal hdheres Volumen des
intraartikuldren Fettkorpers verfiigt, stellt sich die Sicht auf die Synovialzellschicht deutlich
schwieriger und eingeschriankt dar. Die Kniegelenksschleimhaut der Maus kann durch ein
einfaches, schnelles und wunblutiges chirurgisches Procedere ohne Behinderung des
intraartikuldren Blutflusses exponiert werden.

Jede chirurgische Intervention kann zu einer Aktivierung inflammatorischer Prozesse mit
einer Steigerung der Mediatorausschiittung, der Gefillpermeabilitit sowie der
Leukozytenadhirenz fiihren (Kirveskari et al. 2003). Unsere Ergebnisse aus dem
Versuchsabschnitt I mit konstant niedriger Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in den
Kontrollgruppen (CFA- bzw. PBS-Applikation) =zeigen auf, dass die chirurgische
Manipulation einen nur geringen EinfluB auf die synoviale Mikrozirkulation nahm. Des
Weiteren wurden alle Tiere mit der gleichen Sorgfalt und Priparationstechnik behandelt, was
die Vergleichbarkeit sicher stellte.

Die chirurgische Priparation zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Synovialis
macht eine Narkose, wie hier eine Ketamin/Xylazinanésthesie der Tiere unumgénglich. Der
durch Ketamin induzierte Bewusstseinszustand wird als ,,dissoziative Anisthesie* bezeichnet,
d.h. gewisse Bereiche des Zentralnervensystems werden erregt, andere wiederum gehemmt.
Das bewirkt einerseits den Verlust von Schmerzempfindung und Bewusstsein (Analgesie und
Anisthesie), andererseits tritt, ausgelost durch die erregenden Eigenschaften von Ketamin,
eine motorische Starre (Katalepsie) ein. Die vitalen Funktionen zeigen sich weitgehend

unbeeinflusst (Carroll & Hartsfield 1996; Plumb 2003). Neben einer geringen depressiven
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Wirkung auf das Atemzentrum wird das Herz-Kreislaufsystem leichtgradig stimuliert.
Schutzreflexe (Schluck-, Husten-, und Kornealreflex) bleiben wihrend der Ketaminnarkose
erhalten. Eine atemdepressive Wirkung bis hin zur Apnoe, begleitet von Hypoxdmie und
Hyperkapnie, wird oft beschrieben, ist jedoch nur in einem hohen Dosisbereich und vor allem
bei i.v. Injektion von klinischer Relevanz (Carroll & Hartsfield 1996; Plumb 1999).
Nachteilig sind anti-inflammatorische Wirkungen, die wahrscheinlich auf eine Blockade der
neutrophilen Granulozyten zuriickzufiihren sind, zu werten (Zahler et al. 1999). Xylazin, ein
a2-Rezeptorantagonist, erzeugt neben einer allgemeinen Muskelrelaxation einen
schlafdhnlichen (sedativ-hypnotischen) Zustand, der je nach Spezies unterschiedlich stark
ausgeprdagt sein kann. Da Aufregung und Nervositit die Wirkung von Xylazin
beeintrichtigen, wurden die Méuse bis zum vollen Wirkungseintritt nicht durch Larm oder
Beriihrung gestort. Xylazinnarkosen konnen in Tieren Bradykardien (Wright 1982) mit AV-
Blocken 2. Grades (Alef & Oechtering 2003), Reduktion des Herzzeitminutenvolumens (Muir
et al. 1979) und verminderte Ventrikelkontraktionen (Benson & Thurmon 1990) auslésen.

Zur Kontrastverstarkung wéhrend der Mikroskopie verwendeten wir die Fluoreszenzmarker
FITC-Dextran und Rhodamin 6G. Vorteile des Plasmamarkers FITC-Dextran sind eine gute
Wasserloslichkeit, geringe Prizipation und geringe Hintergrundfluoreszenz (Tuls et al. 1989).
Ein Aspekt, der die Darstellung des Intravasalraumes unter Verwendung von FITC-Dextran
einschrankt, ist die Phototoxizitdt (Rumbaut et al. 1999). Um die Lichtexposition moglichst
gering zu halten, wurde wihrend der Versuche darauf geachtet, dass die freigelegte Synovialis
nur wihrend der gezielten Videomikroskopie einer Lichteinstrahlung ausgesetzt wurde. Die
Extravasation und die begrenzte Fluoreszenzaktivitdt konnen aufgrund unserer Versuchsdauer
von unter 60 Minuten vernachléssigt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie genutzt,
weil sie eine ideale Technik zur Analyse der Mikrohimodynamik der Kniegelenks-
schleimhaut darstellt. Wéhrend andere Verfahren zur Beurteilung der Mikrozirkulation, wie
beispielsweise die Mikrosphdren-Technik (Zwissler et al. 1991), die Partialdruckmessung des
Gewebesauerstoffs (Conzen et al. 1988; Vollmar et al. 1992), die Thermographie (Saumet et
al. 1986), die Laser-Doppler-Flowmetrie (Vollmar et al. 1994b; Chavez-Cartaya et al. 1995),
Farbstofftechniken (McKeeb Olds & Stafford 1930; Elias & Petty 1953) oder Techniken zum
Anfertigen von Mikrokorrosionspréparaten (Forsman & McCormack 1992) allesamt nur
indirekte Aussagen zur Mikrozirkulation zulassen, ist die in vivo Fluoreszenzmikroskopie in
Kombination mit der Epi-Illuminationstechnik durch direkte Visualisierung des Gefillsystems

den genannten Techniken {iberlegen. Funk und Mitarbeiter beschrieben ein in vivo Modell im
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Kaninchen zur Analyse der synovialen Vaskularisation mittels Mikroendoskopie (Funk et al.
1995), das in dhnlicher Form auch an Patienten mit RA angewandt wurde (Hempfling 1996).
Allerdings ist die Technik auf hidmodynamische Parameter (z.B. Blutzell-
flieBgeschwindigkeit) und morphologische Aspekte der Gefid3e limitiert. In vivo Beobachtung
von Leukozyten und deren Interaktionen mit dem Endothel sind vor allem in Hinblick auf die
Entwicklung neuer Therapieansétze entscheidend. Diesbeziiglich wurden zahlreiche in vitro
(Muller 1995) und in vivo Modelle (Granger & Kubes 1994) beispielsweise im Gehirn
(Villringer et al. 1989) und Mesenterium (Wakelin et al. 1996) entwickelt. Die in vivo
Fluoreszenzmikroskopie des Kniegelenkes bietet eine einfach anzuwendende ideale
Untersuchungstechnik ~ zur ~ mikrozirkulatorischen ~ Erfassung von  zum  einen
mikrohdmodynamischen Parametern und zum anderen der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion. Die Kombination der Intravitalmikroskopie des Kniegelenkes mit der CIA und
der CAIA eignet sich hervorragend, um bisherige Erkenntnisse zu den Arthritismodellen

auszubauen und neue Aspekte zur Pathogenese aufzuzeigen.
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6.2. Diskussion der Ergebnisse

6.2.1. Rolle der Mikrozirkulation in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

Inflammatorische Gelenkprozesse sind ein Hauptmerkmal der RA. Charakteristisch ist eine
hohe Zellinfiltration, die von Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten dominiert wird.
Die Aktivierung zirkulierender Leukozyten, ihre Interaktion mit dem Endothel gefolgt von
der transendothelialen Migration und Infiltration des Gewebes sind die ersten entscheidenden
Schritte  einer komplexen Sequenz  Mediator-vermittelter — Prozesse  bei  der
Gelenkinflammation. Weitere Entziindungsprozesse, einschlieBlich Synovialzellhyperplasie
und aggressive Pannusbildung, fithren zu einem Integritétsverlust des Knorpels und
letztendlich zum volligen Funktionsverlust des Gelenkes.

Entziindliche Gelenkverdnderungen beeinflussen die synoviale Mikrozirkulation und sind
gleichzeitig das Ergebnis mikrozirkulatorischer Verdnderungen (Gearing & Newman 1993).
Die Intravitalmikroskopie stellt ein geeignetes Werkzeug dar, Stérungen und Verédnderungen
innerhalb der synovialen Mikrozirkulation quantitativ zu erfassen. Im Kniegelenk sowie im
Sprunggelenk der Maus konnten bereits erfolgreich Stérungen der Mikrozirkulation nach
Arthritisinduktion dokumentiert werden. Am Modell der AIA wurden sowohl
mikrohdmodynamische Parameter als auch die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der
akuten, intermedidren und chronischen Phase analysiert (Veihelmann et al. 1999; Schmitt-
Sody et al. 2007a & b). Des Weiteren wurde die Kinetik mikrozirkulatorischer
Verdnderungen in der Proteoglykan-induzierten Arthritis erfasst (Gal et al. 2005).

Unsere intravitalmikroskopischen Untersuchungen zeigten eine signifikante Differenz der
venuldren Leukozyteninteraktion zwischen den Arthritis empfinglichen Mausstimmen,
unabhingig von der Art der Arthritisinduktion, im Vergleich zu den Kontrollméusen. Nach
Etablierung des Kniegelenkmodells durch Veihelmann (Veihelmann et al. 1998) konnte die
synoviale Mikrozirkulation erstmals am Modell der CIA und CAIA charakterisiert werden.
Im Gegensatz zu den bisherigen Studien, die am Gipfel der Erkrankung durchgefiihrt wurden,
fokussierten wir nach Arthritisinduktion bewusst auf das initiale, von klinischen Symptomen
freie Stadium. Sowohl die TCR als auch die DBA1/J Maus zeigten nach Arthritisinduktion
mikrozirkulatorische Verdnderungen der Hidmodynamik begleitet von einer gesteigerten
zelluliren Immunantwort. Beide Mausstimme eignen sich flir weitere intravital-
mikroskopische Analysen hinsichtlich der Leukozytendiapedese, Pathogenese oder

Therapiemodulation in den von uns verwendeten Arthritismodellen.



Diskussion 60

Um die nutritive Versorgung und Produktion der Synovialfliissigkeit zu gewéhrleisten, besitzt
das Synovium ein dichtes kapillares Netzwerk. Entsprechend zeigte unsere
intravitalmikroskopische Auswertung in allen untersuchten Mausstimmen unabhéngig von
der Arthritisinduktion eine sehr hohe Kapillardichte mit Werten von durchschnittlich
330cm/cm?. In Balb/c Miusen wurde in vorrausgegangenen Studien eine funktionelle
Kapillardichte mit Werten um 220cm/cm? ermittelt. Vom jetzigen Standpunkt ist die erhohte
funktionelle Kapillardichte in den von uns verwendeten DBA1/J, TCR und FVB/NJ Méusen
-im Vergleich zur Balb/c Maus- am ehesten auf Stammunterschiede zuriick zu fiithren
(Vetihelmann et al. 1999).

Im DBA1/J Mausstamm war die Kapillardichte nach der Anti-CII Antikorper-Exposition im
Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant erhoht. Gez&hlt wurden nur Kapillaren, welche in
die Oxygenation und Nutrition des Gewebes involviert, d.h perfundiert waren. Die Erhhung
der funktionellen Kapillardichte nach Arthritisinduktion resultiert moglicherweise aus der
Rekrutierung nicht perfundierter Kapillaren, im Zuge der beginnenden Inflammation und
damit verbundenen Hyperperfusion. Eine andere Erkldrung, die allerdings aufgrund der
geringen Zeitspanne zwischen Arthritisinduktion und experimenteller Beobachtung wenig
wahrscheinlich scheint, ist die Neoangiogenese. Angiogenese spielt bekanntermaBlen bei
chronischen Entziindungen und Tumorwachstum eine entscheidende Rolle (Jackson et al.
1997). Bei der RA und in Arthritismodellen wurden aber auch in frithen Stadien signifikante
Steigerungen der funktionellen Kapillardichte beobachtet. Untersuchungen zeigten, dass die
Neoangiogenese dabei wahrscheinlich der Hauptmechanismus ist (Koch et al. 1995; Tak et al.
1995; Stogard et al. 1999; Veihelmann et al. 1999). Diese Assoziation basiert auf der
Grundlage, dass Migration und inflammatorische Zellinfiltration, Prozesse die bei der
Initiation einer Arthritis entscheidend mitwirken, mit einer vermehrten Produktion von
TNF-0, IL-1 und NO verbunden sind, welche indirekte und direkte Angiogeneseaktivitit
besitzen (Jackson et al. 1997). Unterstiitzt wird die Hypothese durch Studien, welche eine
vermehrte Expression der Adhésionsmolekiile E-Selektin und VCAM-1 detektierten. E-
Selektin und VCAM-1 sind ebenfalls als Angiogenesevermittler in frithen Arthritisphasen
bekannt (Tak et al. 1995; Koch et al. 1995). Ob sich diese Hypothese bestétigt oder noch
weitere bisher nicht bekannte Mechanismen bei der frithen Zunahme der funktionellen
Kapillardichte nach Arthritisinduktion eine Rolle spielen, bleibt durch weitere
Untersuchungen zu kldren.

Im Gegensatz dazu wurde im Modell der CIA eine reduzierte funktionelle Kapillardichte im

Vergleich zu den gesunden Kontrollmdusen dokumentiert. Die Reduktion perfundierter
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Kapillaren nach CII-Arthritisinduktion ist am ehesten durch einen erhéhten Gelenkinnendruck
zu erkldren. Man vermutet, in Anlehnung an Ischdmie-Reperfusions-Modelle, dass eine
Odembildung eine Kompression der Kapillaren bewirkt (Harris et al. 1997). Die
Odembildung ist dabei an die Leukozyteninfiltration gekoppelt. In den Modellen wurde
beschrieben, dass die Leukozytenadhésion fiir den Verlust der Barrierefunktion des Endothels
und damit verbundener Extravasation mitverantwortlich ist (Adams & Shaw 1993; Cowley et
al. 1994). Die leukozytire Adhdrenz leitet die transendotheliale Emigration in das
perivaskuldre Gewebe ein und bewirkt eine Triggerung leukozytirer Aktivierungsreaktionen
(Hernandez et al. 1987). Durch die Ausschiittung zytotoxischer Degranulationsprodukte wird
die physiologische endotheliale Barrierefunktion zerstort. Damit konnen Fliissigkeit und
Makromolekiile ins Interstitium bzw. ins Gelenk eindringen, wodurch sich der interstitielle
bzw. Gelenkinnendruck erhoht. Um die genaue Beeinflussung der funktionellen
Kapillardichte in frithen Arthritisstadien zu charakterisieren, sind weitere Untersuchungen
essentiell.

Fiir die Ernghrung des Gelenkknorpels ist die Effizienz des Sauerstoffaustausches zwischen
synovialen Kapillaren und der Gelenkhohle entscheidend von der funktionellen Kapillardichte
sowie der BlutzellflieBgeschwindigkeit abhéngig. Um der nutritiven Funktion gerecht zu
werden, ist die synoviale BlutzellflieBgeschwindigkeit im Vergleich zu postkapillaren
Venolen der quergestreiften Muskulatur oder der dorsalen Haut doppelt so hoch (Veihelmann
et al. 1998; Steinbauer et al. 1997; Lehr et al. 1993). Unsere Analysen zeigten in allen
arthritischen Tieren, unabhidngig vom Arthritismodell, eine Reduktion der BlutzellflieB3-
geschwindigkeit im Vergleich zu den Kontrolltieren. Wie bei der funktionellen Kapillardichte
besteht die Vermutung, dass die reduzierte BlutzellflieBgeschwindigkeit auf einem erh6hten
Gelenkinnendruck basiert. Der erhohte Gelenkinnendruck sowie die vermehrte venulédre
Leukozytenadhérenz nach Arthritisinduktion bewirken eine Zunahme des Stromungs-
widerstandes, woraus eine Reduktion der erythrozytdren FlieBgeschwindigkeit resultiert
(Hardy et al. 1996). Unsere Ergebnisse gehen mit den bisherigen intravitalmikroskopisch
erthobenen Daten zur BlutzellflieBgeschwindigkeit in arthritischen Gelenken konform
(Vetihelmann et al. 1999).

Trotz der Abwesenheit klinischer Zeichen einer Arthritis zeigte sich intravitalmikroskopisch
in der frithen Phase nach Arthritisinduktion sowohl im Modell der CIA als auch der CAIA
eine deutliche zellulire Immunantwort. Gesteigertes Leukozytenrolling sowie eine vermehrte
Leukozyten-Endothelzell-Adhdrenz im vendsen Stromgebiet sind Indikatoren fiir ein

aktiviertes Immunsystem. Dass die Imunantwort nicht auf die chirurgische Préparation des
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Kniegelenkes zuriick zu fithren ist, zeigte die durchweg niedrige Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion in gesunden Kontrolltieren. Auch die Tatsache, dass sich bei den FVB/NJ
Miusen, einem Mausstamm, der als nicht empfinglich gegeniiber einer Arthritis beschrieben
wird, nur sehr wenige Interaktionen zwischen Leukozyten und dem Endothel nach
Arthritisinduktion nachweisen lieBen, spricht gegen eine relevante Aktivierung der Zellen
durch die chirurgische Manipulation.

Trotz der symptomfreien préarthritischen Phase konnten wir nach Arthritisinduktion in den
susceptiblen Mausstimmen einen erhohten synovialen Leukozytenflux sowie eine
signifikante Zunahme der Interaktion von Leukozyten mit dem Gefdflendothel
intravitalmikroskopisch beobachten. Es wurde beschrieben, dass die Hohe des zirkulierenden
Leukozytenpools die Zahl der rollenden Leukozyten beeinflusst (Kim und Sarelius 2004). Ein
Einflu} auf die feste Leukozytenadhdrenz wurde bisher nicht gezeigt. Diese wird vorrangig
durch ein aktiviertes Endothel vermittelt.

Sowohl das Rolling als auch die feste Leukozytenadhédsion war in unseren Untersuchungen
nach der Antikorper- bzw. Kollagenexposition im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich
gesteigert. Der Prozentsatz der rollenden Leukozyten betrug in der initialen Phase der CIA im
Mittel 50%. Im Bezug zur Studie von Veihelmann et al. ist die Anzahl der rollers
vergleichbar mit der akuten Phase der AIA (Veihelmann et al. 1999). Veihelman et al.
erzeugten durch eine intraartikuldre Albumininjektion eine Inflammation des Kniegelenkes.
Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen erfolgten in der akuten, intermedidren und
chronischen Phase der AIA. Vergleichend mit unseren intravitalmikroskopischen Daten im
Modell der CIA und der CAIA ergibt sich eine deutliche Diskrepanz beziiglich der festen
Leukozytenadhdasion. Wéhrend im Modell der AIA in der akuten Phase eine
Leukozytenadhédsion von durchschnittlich 437 Zellen/mm? ermittelt wurde, zeigte sich in
unserer Studie nach Arthritisinduktion eine leukozytire Adhirenz von 800-1000 Zellen/mm?.
Somit ist die feste Adhésion der Leukozyten am Endothel in der priarthritischen Phase der
CIA und CAIA doppelt so hoch wie in der akuten Phase der AIA (Veihelmann et al. 1999).
Dabei ist zu kldren, ob diese Diskrepanz darauf zuriick zu fiihren ist, dass unterschiedliche
Arthritismodelle verwendet wurden, oder ob die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der
initialen praklinischen Phase stirker als in der akuten Phase ausgeprigt ist. Die von uns
erhobenen Daten unterstiitzen die zweite Hypothese. Im Modell der CAIA war die Anzahl der
adhirenten Leukozyten in der praarthritischen Phase am hochsten. Im weiteren Verlauf bis
zum Auftreten erster Gelenkschwellungen und -rétungen nach 72 Stunden nahm die venuldre

Leukozytenadhirenz stetig ab. Weiterhin wurde im Modell der AIA die hochste Frequenz der
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rollenden und adhirenten Leukozyten in der Akutphase beobachtet. Der Ubergang in die
chronische Phase zeigte ebenfalls einen stetigen Riickgang der Leukozyteninteraktion mit
dem Endothel. Die Kombination unserer Daten mit der genannten Studie deutet darauf hin,
dass die mikrovaskuldre Leukozytenadhédrenz, gefolgt von der leukozytdren Gelenkinfiltration
bereits vor den ersten klinischen Zeichen ihren Hohepunkt erreicht und dann langsam mit
Ubergang in eine Plateauphase abklingt. Diese Uberlegung unterstreicht die Auffassung, dass
eine therapeutische anti-inflammatorische Intervention so frith wie moglich begonnen werden
sollte.

Die gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion ist Resultat einer Aktivierung der
Leukozyten und des Endothels und somit nicht losgelost von aktivierenden Zytokinen und
Adhésionsmolekiilen zu betrachten. Wéhrend die chronische Arthritis durch Gene dominiert
wird, welche iiberwiegend in Zellteilung und -proliferation involviert sind (Ibrahim et al.
2002), scheint das frithe Krankheitsstadium durch eine deutliche Hochregulation von
Chemokinen und Adhisionsmolekiilen charakterisiert zu sein. Die Rekrutierung von
Leukozyten im entziindeten Gewebe ist eine prizise Abfolge von Interaktionen zwischen
zirkulierenden Leukozyten und Endothelzellen. Dabei wird jede sequentielle Interaktion
durch spezifische Gruppen an Adhédsionsmolekiilen vermittelt. Die Selektine sind
entscheidend am Leukozytenrolling beteiligt, gefolgt von leukozytiren Integrinen, welche
durch Bindung an ihre endothelialen Gegenrezeptoren (z.B. VCAM, ICAM) die Adhédsion der
Leukozyten ermoglichen (Springer 1994; Muller 2002). Bisherige Studien deckten auf, dass
insbesondere die endothelialen Adhisionsmolekiile E-Selektin und P-Selektin entscheidenden
EinfluB auf die Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten haben (Kunkel & Ley 1996; Kunkel et
al. 2000, Issekutz et al. 2001). P-Selektin wird auf Thrombozyten und Endothelzellen
exprimiert und kann innerhalb von Sekunden nach Stimulation z.B. durch Thrombin aus den
a-Granula mobilisiert werden (Stenberg et al. 1995; Gawaz 2001). Bei Patienten mit akuter
Arthritis wurden erhohte P-Selektin Serumkonzentrationen veroffentlicht (Ertenli et al. 1998;
Veale et al. 1998; De Benedetti et al. 2000). Weiterhin konnte in Tierversuchen
intravitalmikroskopisch gezeigt werden, dass P-Selektine in der akuten Phase der AIA durch
vermehrte Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion das Rollen von neutrophilen Granulozyten
auf aktivierten Thrombozyten vermitteln. Dadurch wird im Verlauf auch die feste
Endotheladhdsion der Granulozyten begiinstigt (Schmitt-Sody et al. 2007a & b). Die
transienten Interaktionen der Selektine mit ihren leukozytiren Liganden fiihren zu einer
schwachen Bindung der Leukozyten an die Gefilwand mit dem Resultat einer verminderten

FlieBgeschwindigkeit (Kunkel & Ley 1996). Dies ermoglicht den proinflammatorischen
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Zytokinen, welche auf dem Endothel priasentiert werden, durch Interaktionen mit
entsprechenden Rezeptoren der Leukozytenmembran, die Aktivierung der f2-Integrine. Im
Vordergrund steht die Aktivierung der Integrine LFA-1 (CDI11a/CD18) und Mac-1
(CD11b/CD18) (Mizgerd et al. 1997). Die daraus folgende 2-Integrin-abhéingige Interaktion
der Leukozyten mit endothelialen Liganden, wie z.B. ICAM-1 oder PECAM-1, stabilisiert
das Rolling und provoziert den Arrest sowie die feste Adhédsion der Leukozyten als
Voraussetzung fiir die finale Migration durch die GefiBwand (Shang & Issekutz 1999;
Thompson et al. 2001). Dieser enge kausale Zusammenhang zwischen Rolling und Adhérenz
der Leukozyten wird weiterhin durch die Beobachtung gestiitzt, dass die Inhibition des
Rollens auch zu einer Reduktion der Adhérenz fiihrt (Kubes & Kerfoot 2001).

Die  komplexen  Zusammenhdnge  zwischen  Adhédsionsmolekiillen und  ihren
Interaktionspartnern sowie die genaue Beeinflussung der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion vor allem in der frithen Arthritisphase sind noch weitestgehend unklar.
Begleitende Genanalysen durch unsere Arbeitsgruppe zeigten, dass wihrend der frithen
Arthritisentwicklung bevorzugt Gene, welche Adhisionsmolekiile, Zytokine und Chemokine
kodieren, praddominant in Mausen mit CIA exprimiert werden (Gierer et al. 2005). Diese
Ergebnisse stimmen mit den bisherigen Erkenntnissen {iiberein, dass der Schliissel-
mechanismus der Synovitis neben der inflammatorischen Zellaktivierung und -adhision die
Produktion von Mediatoren, wie z.B. Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren umfasst
(Szekanecz & Koch 2001; Bingham 2002). Vielfach wurde in vivo und in vitro die Bedeutung
der Zytokine TNF-o und IL-1 belegt. Diese Zytokine regulieren u.a. NFkB-induzierbare
Gene, welche ihrerseits Adhdsionsmolekiile, proinflammtorische Mediatoren und
immunmodulierende Molekiile mitwirkend kontrollieren. Hohe Konzentrationen an TNF-a
und IL-1 foérdern wiederum die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion (Luscinskas et al. 1995;
Hickey et al. 1997).

Aufgrund dieser kausalen Zusammenhédnge erfolgte die Entwicklung von Anti-Zytokin-
Strategien mit anschlieBender Evaluation in umfassenden klinischen Studien (Feldmann et al.
2004). Die Anti-TNF-a-Therapie konnte bereits erfolgreich an Patienten mit RA angewandt
werden. Hierbei zeigte sich eine verminderte Expression von Adhésionsmolekiilen verbunden
mit einer Abnahme der Zelldichte des rheumatischen Synovialgewebes (Tak et al. 1996;
Paleolog et al. 1996). Daraus ergibt sich die Hypothese, dass anti-inflammatorische Effekte
von der Supprimierung Zytokin-induzierter vaskuldrer Adhédsionsmolekiile abhiangig sind und
eine reduzierte Zellmigration ins Gewebe zur Folge haben. Weitere therapeutische

Ansatzpunkte durch direkte Hemmung der Adhdsionsmolekiile erbrachten den gewiinschten
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Erfolg zwar in Tiermodellen, aber nicht im Menschen. Anti-E-Selektin-Antikérper fithrten im
Tiermodell zu einer klinischen Verbesserung, begleitet von einer verminderten Akkumulation
von Granulozyten und Monozyten im entziindeten Gelenk (Issekutz et al. 2001). Ahnliche
Studien in verschiedenen Arthritismodellen konnten mittels Antikorperblockade von VCAM-
1, ICAM-1, VLA-4 oder L-Selektin die Arthritisentwicklung positiv beeinflussen. Dies war
vermutlich durch eine verminderte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten bedingt
(Bullard et al. 1996; Carter et al. 2002; Issekutz et al. 2003). Dabei ist hervorzuheben, dass
lediglich die frithen Phasen der Arthritisentwicklung in Ratten und Méiusen positiv durch
Antikorper, die gegen Adhésionsmolekiile gerichtet waren, beeinflulit werden konnten.
Antikorpertherapien am Gipfel der Erkrankung erzielten jedoch keinen Benefit (Szanto et al.
2004). Im Synovialgewebe von Patienten mit RA wurden ebenfalls eine erhdhte
Zellinfiltration und eine gesteigerte Expression von E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1, PECAM-
1, VLA-4 und MAC-1 immunhistochemisch nachgewiesen (Tak et al. 1995, Johnson et al.
1993). Trotz der vielversprechenden Ergebnisse aus Tiermodellen konnten die Therapien mit
Anti-Adhisionsmolekiilen bisher nicht erfolgreich am Menschen angewandt werden.

Moglicherweise stellt eine Kombination aus Anti-Adhédsionsmolekiil- und Anti-Zytokin-
Therapie den Schliissel des Erfolges dar. Die bisherigen Ergebnisse gehen aber mit unseren
Daten konform, dass die gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion ein integraler
Bestandteil nicht nur der Manifestation und des Fortschreitens der Arthritis, sondern vielmehr
der Initiation der Erkrankung ist, und dass therapeutische Interventionen so frith wie moéglich

hierbei eingreifen sollten.

6.2.2 Effektivitit von Antileukoproteinase in der Behandlung der rheumatoiden
Arthritis

Der schiddigende Effekt durch die Aktivierung und FEinwanderung von Leukozyten,
insbesondere der polymorphkernigen Neutrophilen, konnte bei der RA bereits gezeigt werden
(Schulze-Koops et al. 1998; Taylor et al. 2000). Entsprechend konnte durch Hemmung der
Leukozyten die Ausprdgung der arthritischen Verdnderungen reduziert werden (Davis &
Johnston 1986; Thomas & Carroll 1993; Schulze-Koops et al. 1998). Dies legt nahe, dass
zwischen der Einwanderung und Akkumulation von Leukozyten und dem entstehenden
Gewebeschaden ein kausaler Zusammenhang liegt.

Unsere Untersuchungen am Modell der CAIA zeigen deutlich auf, dass die prédventive

Verabreichung von ALP, als einmalige Dosis von 100pg pro Maus, eine signifikante
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Suppression der Leukozytenrekrutierung bewirkt. Der blockierende Effekt von ALP auf die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bezog sich sowohl auf das initiale Rolling als auch auf
die nachfolgende Phase der festen Adhirenz. Wihrend eine vorausgegangene Studie bereits
klinisch ein therapeutisches Benefit von ALP nach dem Transfer von Anti-CII Antikérpern in
Mausen zeigten (Sehnert et al. 2004), konnten unsere intravitalmikroskopischen Daten diese
Beobachtungen stiitzen. Sehnert und Mitarbeiter beschrieben am Modell der CAIA eine
Reduktion von Schwere und Inzidenz der Arthritis, sowie einen protektiven EinfluB auf
Knorpel- und Knochendestruktion nach Vorbehandlung der Mause mit ALP (Sehnert et al.
2004). Weiterhin wurden u.a. im Modell der Streptokokken-Zellwand-induzierten Arthritis
(Song et al. 1999) und in Ischdmie/Reperfusionsmodellen der Leber inhibitorische Effekte
von ALP auf die Leukozytengewebeinfiltration nachgewiesen (Lentsch et al. 1999; Eipel et
al. 2007). Das von uns verwendete Modell der CAIA kennzeichnet sich durch eine akute
Immunkomplex-vermittelte,  neutrophilen-abhingige  Gelenkinflammation aus. In
Kombination mit der Intravitalmikroskopie konnte das inhibitorische Potential von ALP auf
die Leukozytenrekrutierung visualisiert werden.

Unsere Ergebnisse gehen einher mit dem bisher verdffentlichten Wirkungsprofil von ALP,
das sich im Besonderen auf die Selektin- und Integrin-abhéngige Interaktion der Leukozyten
mit dem aktivierten synovialen Endothel bezieht. Das Rolling wird als Selektin-abhéngige
Interaktion der Leukozyten mit dem mikrovaskuldren Endothel definiert (Jung & Ley 1999).
Die Selektin Oberflachenexpression auf Leukozyten und dem Endothel wird primér {iber die
transkriptionale Aktivierung reguliert. Die Regulation erfolgt dabei durch NF-kB (Bevilacqua
et al. 1989). Stimuli wie z. B. das Zytokin IL-1B konnen {iber die NF-kB Signalkaskade die
Expression von E-Selektin auf Endothelzellen rapide steigern (Read et al. 1995; Collins et al.
1995). Die ALP-vermittelte Hemmung des Rollings steht im engen Zusammenhang mit der
Zytokinsignalkaskade in endothelialen Zellen (Collins et al. 1995). ALP reduziert die IL-1p-
bedingte Hochregulation von E-Selektin, was durchfluBzytometrisch durch Sehnert et al.
gezeigt wurde. Diese Beobachtung ldsst sich wahrscheinlich durch die ALP-vermittelte
Suppression der I1-1B-induzierten NF-kB Aktivierung erkldren (Sehnert et al. 2006).

Neben der Reduktion des Leukozytenrollings zeigten unsere in vivo Untersuchungen im
Modell der CAIA eine blockierende Wirkung von ALP auf die feste Adhédsion. Das
regulatorische Potential und die Inhibition der in vivo Leukozytenadhédsion durch ALP ist eng
verknilipft mit der P2-Integrinaktivierung. Die P2-Subfamilie wird nur auf Leukozyten
exprimiert und ist mafBgeblich an der Festigung der leukozytdren Interaktion mit dem

Endothel beteiligt. Auf ruhenden Leukozyten sind B2-Integrine, im besonderen MAC-1 und
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LFA-1, nur schwach exprimiert. Nach Stimulation werden die in zytoplasmatischen Granula
gespeicherten Glykoproteine rasch auf der Zelloberfliche exponiert und konnen u.a. mit
ICAM-1 auf Endothelzellen interagieren (Lentsch & Ward 2000). Die Funktion der Integrine
unterliegt einem raschen Wechsel zwischen dem inaktiven und dem aktiven Zustand der
Molekiile. Die Aktivierung von Integrinen flihrt zu Affinitdtsinderungen. Modell-
vorstellungen anhand von elektronenmikroskopischen Bildern beschreiben eine
scherenformige Bewegung der transmembraniren o und B-Untereinheit beim Ubergang in den
aktiven Zustand (Humphries et al. 2003). Bestimmte Stimuli z.B. Zytokine oder Antikorper
induzieren iiber spezifische Aktivierungsepitope eine aktive Konformation des Integrins (van
Kooyk & Figdor 1993; Liddington & Ginsberg 2002). ALP supprimiert in stimulierten
Granulozyten die 2 Ketten-Konformationsdnderung von LFA-1 und MAC-1 in den aktiven
Zustand. Die Hemmung der Konformationsdnderung resultiert aus einer Suppression der
Zytoskelettreorganisation in Granulozyten. Die dadurch verminderte Oberflichenexpression
aktivierter P2-Integrine reduziert die Interaktion der Leukozyten mit endothelialen
Adhisionsmolekiilen (ICAM, VCAM). Das Resultat ist eine verminderte Adhdsion von
Leukozyten am aktivierten Endothel (Butcher 1991; Springer 1994; Mitzgerd et al. 1997).

ALP zeichnet sich durch ein komplexes inhibitorisches Spektrum mit Beeinflussung sowohl
des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems aus. Die genauen Funktionen und
Interaktionspartner von ALP konnten bisher nur zum Teil aufgedeckt werden. Im Mittelpunkt
vieler in vivo und in vitro Untersuchungen steht derzeit die Beeinflussung der NF-xB
Signalkaskade durch ALP (Taggart et al. 2002; Song et al. 1999). NF-«B ist ein aus Dimeren
bestehender Transkriptionsfaktor, der nach Translokation in den Zellkern die Expression
zahlreicher Gene, u.a. von Chemo- und Zytokinen, Adhisionsmolekiilen und Enzymen
reguliert (Perkins 2007). Im inaktiven Zustand liegt NF-kB zytosolisch an das inhibitorische
Protein IkB gebunden vor, welches bei einem entsprechenden Signal durch das Proteasom
26S abgebaut wird. In der aktivierten, freien Form transloziert NF-xB in den Nukleolus und
ibt durch Bindung an Promotoren regulatorischen Einflu3 auf die Transkription spezifischer
Gene aus, bevor ein inkompletter Riicktransport von NF-kB ins Zytoplasma erfolgt (Tapalaga
et al. 2002). Bei Sdugern existieren drei inhibitorische Proteine (IkBs), das IkBa, IkBf und
IxBe, sowie ein [kB-dhnliches Protein, das Bcl-3 genannt wird. Der Transkriptionsfaktor NF-
kB kann durch unterschiedliche Signalwege aktiviert werden. Der am meisten beobachtete
klassische NF-kB-Signalweg wird durch Stimuli wie TNF-a, IL-1 und LPS, gefolgt von
einer schnellen Phosphorylierung von IkBa bzw. IkBf ausgelost (Tapalaga et al. 2002). In der
Streptokokken-Zellwand-induzierten Arthritis der Ratte, welche durch eine Neutrophilen-
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vermittelte akute Phase und eine T-Zell abhidngige chronische destruktive Phase der Arthritis
charakterisiert ist, reduzierte die Gabe von ALP die Schwere der Erkrankung auf klinischer,
histologischer und molekularer Ebene. Dabei wurde neben der Reduktion des proteolytischen
Gewebeschadens durch die Neutralisation der Elastase im Besonderen die Suppression der
NF-kB-abhingigen proinflammatorischen Entziindungskaskade hervorgehoben (Song et al.
1999). Hierbei wurde u. a. eine Inhibition der TNF-a Produktion beschrieben. Man vermutet,
dass ALP die zytoplasmatische Degradierung des NF-kB Inhibitors IkBf beeinflusst (Taggart
et al 2002). Weitere Studien zeigten ergidnzend, dass die Mortalitdt nach einem LPS-
induzierten Schock in Maiusen, die einen ALP Mangel aufwiesen, deutlich erhoht war.
AuBlerdem wurde in ALP-defizienten Makrophagen eine erhohte Interleukin-6 und NF-xB
Aktivitdt dokumentiert (Nakamura et al. 2003). In Bezug auf die Leukozytenrekrutierung
wurde die ALP-assoziierte Reduktion der IL-1B-induzierten NF-kB-Aktivierung vielfach
hervorgehoben. Die Suppression dieses Signalweges fithrt u.a. zu einer verminderten
Expression von E-Selektinen auf Endothelzellen (Bevilacqua et al. 1989; Read et al 1995;
Collins et al. 1995). Es ist wahrscheinlich, dass die reduzierte Expression von E-Selektin
Einfluf} auf das Rolling der Leukozyten hat. Insgesamt muf3 man von einem breiten Spektrum
anti-inflammatorischer Effekte durch die Hemmung der IL-1B-induzierten NF-kB-
Aktivierung durch ALP ausgehen, da dieser Signalweg fiir die Hochregulation zahlreicher
Adhisionsmolekiile und inflammatorischer Mediatoren verantwortlich ist (Xia und Gosh
2005).

Basierend auf der Blockade der nukledren Translokation von NF-kB und daraus resultierender
Reduktion der TNF-a-Freisetzung wurde die anti-apoptotische und anti-inflammatorische
Wirkung von ALP an einem murinen Modell zum akuten Leberversagen getestet (Eipel et al.
2007). Vergleichbar zu den hier vorliegenden Daten fiihrte die Applikation von ALP zu einer
signifikanten Reduktion der venuldren Leukozytenadhédrenz in der Leber. Des Weiteren wurde
eine signifikante Reduktion der Transaminasen als Zeichen des eingeschrinkten nekrotischen
Leberschadens beobachtet. Unter der Therapie mit ALP wurde eine verminderte Anzahl NF-
kB-p65-positiver hepatozellulirer Kerne sowie eine signifikante Reduktion der
Plasmakonzentrationen von TNF-a und 11-10 nachgewiesen. Allerdings konnte die massive
hepatozelluldre Apoptose und die damit verbundene Sterblichkeit nur unwesentlich
beeinflusst werden. Diese Tatsache unterstiitzt die Annahme, dass die Suppression der NF-xB
Funktion nicht zwangsldufig mit einem Benefit fiir den Organismus einhergehen muf.
Konkordant dazu erbrachte die Inhibtion von NF-kB am Modell der Staphylokokken-
induzierten Arthritis keinen Vorteil in Hinblick auf Mortalitdt und Schwere der Erkrankung
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(Gjertsson et al. 2001). Da NF-xkB eine essenticlle Komponente vielfdltiger
Abwehrmechanismen insbesondere gegen exogene Noxen iibernimmt, kann eine Suppression
von NF-kB den Organismus auch negativ oder schidigend beeinflussen (Sha et al. 1995;
Gjertsson et al. 2001). Man geht davon aus, dass z.B. nach Exposition eines bakteriellen
Stimulus die Hochregulation von NF-kB-abhidngigen Chemokinen zur gezielten
Bakterienabwehr notwendig ist (Lavon et al. 2000). Weiterhin erzeugt die verminderte
Transkription von anti-inflammatorischen Zytokinen in ALP-behandelten Tieren eine
Reduktion der IL-10 Plasmakonzentration (Eipel et al. 2007). IL-10 zeichnet sich als
negativer Regulator von proinflammatorischen Genen aus, wodurch die Immunantwort
inhibiert wird (DiPiro 1997; Hamilton et al. 2002; Oberholzer et al. 2002). Daraus resultiert,
dass die auch von uns gezeigte ALP-assoziierte Inhibition der initialen Inflammation, welche
vermutlich durch die Hemmung der NF-xB Signalkaskade vermittelt wird, nicht mit einem
besseren Outcome der Miuse einhergehen muBl. Moglicherweise erweist sich die NF-kB-
Hemmung sogar als Nachteil im weiteren Krankheitsverlauf. Der initialen NF-xB Aktivierung
in Leukozyten, die mit einer vermehrten Expression proinflammatorischer Gene assoziiert ist,
folgt spdter eine vermehrte Expression anti-inflammatorischer Gene (Lawrence et al. 2001).
Diese Aspekte konnten eine mogliche Erklarung liefern, dass sich in unserer Studie der
hemmende Effekt von ALP zu den frithen Untersuchungszeitpunkten deutlich abzeichnete
und bereits nach 72 Stunden abnahm. Das inhibitorische Potential von ALP ist allerdings
nicht nur durch die Interaktion mit der NF-xB Signalkaskade zu erkldren. Vielmehr handelt es
sich nur um eine Komponente der komplexen ALP-Interaktionen. Um auch nach 72 Stunden
eine gleich bleibende oder sogar zunehmende inhibitorische Wirkung auf die mikrovaskulére
Leukozytenadhdrenz zu beobachten, sind ggf. wiederholte Gaben von ALP nétig. Eine
Dosissteigerung zeigte zumindest nicht den gewiinschten Erfolg.

Die ALP-vermittelte Reduktion der Leukozytenextravasation wird neben der Hemmung der
Zytokin-abhingigen Endothelzellaktivierung durch Interaktion mit der NF-kB Signalkaskade
auf die Inhibition der B,-Integrinaktivierung zuriick gefiihrt. Zelloberflaichenmolekiile der 3,
Integrinfamilie, im besonderen LFA-1 (CD11a/CD18) und Mac-1 (CD11b/CD18), sind
wihrend des Entziindungsprozesses fiir viele Leukozytenfunktionen wie z.B. Adhision,
Extravasation und Phagozytose von groBer Bedeutung (Hogg et al. 2002). Adhisive
Féhigkeiten der Integrine auf neutrophilen Granulozyten werden durch ein “inside-out™
Signaltransfer tiber Interaktion der zytosolischen Integrinuntereinheit mit dem Zytoskelett
reguliert. In diesen Prozess, der letztendlich in einer Leukozytenaktivierung mit Ausbildung

von Rezeptor-Klustern und einer Affinitdtszunahme miindet, wurde L-Plastin (Lpl) als
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zytosolischer Ligand identifiziert (Sehnert et al. 2004). Lpl ist ein Actin-bindendes Protein,
welches aus einer Kopfregion und zwei Actin-bindenden Doménen besteht (Lin et al. 1988).
Die genaue Funktion von Lpl bei der Mikrofilamentverkniipfung ist noch unklar. Die
Bindung von Immunkomplexen an Fc-Rezeptoren (FcR) neutrophiler Granulozyten
verursacht eine Reorganisation des Actin-Zytoskeletts, wodurch verschiedene Prozesse
einschlieBlich Degranulation und Sekretion inflammatorischer Zytokine, oxidative
Verbrennung und Phagozytose reguliert werden. Des Weiteren werden durch Interaktion mit
Zytoskelett-assoziierten Molekiilen verschiedene Signaltransduktionskaskaden beeinflusst
(Lowell & Berton 1999). In diesem Zusammenhang wird der inhibitorische Effekt von ALP
auf FcR-stimulierte neutrophile Granulozyten diskutiert. Die Interaktion von ALP mit dem
Actin-bindenden Protein Lpl supprimiert die stimulations-induzierte Verkniipfung von F-
Actin. Man vermutet, dass eine dirckte Interaktion zwischen ALP und der funktionellen
Domine von Lpl erfolgt (Jones et al. 1998). Dadurch wird die Konformationsédnderung des
Zytoskeletts in den aktivierten Zustand blockiert, wodurch wiederum die Aktivierung der [3,-
Integrine effizient gehemmt wird. Nach einem inflammatorischen Stimulus wird durch ALP
sowohl der Konformationswechsel der ruhenden Zelloberflaichenmolekiile in die aktive Form
als auch die Hochregulation der Membranexpression durch Mobilisation aus
zytoplasmatischen Granula deutlich gehemmt. Insbesondere werden die ,-Integrine LFA-1
(CD11a/CD18) und Mac-1 (CD11b/CD18), welche mal3geblich an der Geweberekrutierung
von Leukozyten beteiligt sind, weniger auf der Leukozytenoberfliche exprimiert (Butcher
1991; Springer 1994; Mizgerd et al. 1997).

Im Serum von Patienten mit RA wurde seit 1968 vielfach eine erhohte ALP-Aktivitét
beschrieben (Frank & Klemmayer 1968; Beyeler et al. 1995; Spooner et al. 1982; Kendall et
al. 1970; Siede et al. 1989; Cimmino et al. 1990). Im Jahr 2002 wurde bekannt, dass auch die
Synovialfliissigkeit erhohte ALP-Konzentrationen aufweist (Nanke et al. 2002). Ebenfalls
konnte eine positive Korrelation zwischen erhohten ALP-Spiegeln im Serum und der
Krankheitsaktivitit, gemessen an der Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit und dem CRP-
Anstieg, gezeigt werden (Nanke et al. 1989; Cimmino et al. 1990; Akesson et al. 1980). Die
klinische Relevanz von ALP bleibt aber weiterhin offen. Im Menschen wurden verschiedene
ALP-Subtypen z.B. vom Knochen- oder Lebertyp definiert. Knochentyp-ALP, welches unter
anderem von Osteoblasten aber auch von Synovialgewebe sezerniert wird, reflektiert die
Formation von Knochen und ossire Umbauprozesse. Dieser ALP-Subtyp ist aber bei

Patienten mit RA nicht immer erhoht (Nanke at al. 2002, 2003).
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Widerspriichlich zeigten Versuche am Modell der AIA in der Ratte, dass ALP nach
systemischen Tansfer spezifisch im gesunden Gelenkknorpel und nicht im arthritischen
Knorpel akkumuliert (Burkhardt et al. 1997). In der Knorpelmatrix tibernimmt ALP durch das
breite inhibitorische Spektrum, im Besonderen durch Hemmung der Serinproteinasen, eine
wichtige Schutzfunktion (Okada & Nakanishi 1989; Okada et al. 1988). Die hohe Affinitit
des Inhibitormolekiils fiir die Knorpelmatrix eroffnet eventuell Moglichkeiten der
therapeutischen Intervention und Prévention zur Erhaltung der Knorpelintegritit in frithen
Stadien chronischer Gelenkentziindungen. Weiterhin kann die Anreicherung des
Proteinaseinhibitors im Gelenkknorpel diagnostisch zur Darstellung von Knorpelalterationen
genutzt werden (Budinger & Taylor 1995). Diese Option wurde bereits in der ALP-
Scintigraphie am Kniegelenk der Ratte umgesetzt (Meyer et al. 2000). Das Potential der ALP-
Scintigraphie, Knorpelschidden mit einer hohen Sensitivitdt friih zu erfassen, ermdglicht das
zeitige therapeutische Eingreifen, mit dem Ziel der Pravention irreversibler Gelenkschiden,
und ist von groBem Interesse bei der nichtinvasiven Diagnostik und dem qualitativen
Monitoring von therapeutischen Effekten.

Zahlreiche Studien zu ALP entschliisselten bis zum jetzigen Zeitpunkt vielzéhlige Funktionen
des physiologischen Inhibitormolekiils, wobei detaillierte Zusammenhénge im Besonderen
zum genauen molekularen Wirkmechanismus sowie zur genetischen Beeinflussung und den
Interaktionspartnern noch ausstehen. Die bis dato propagierten anti-inflammatorischen und
anti-proteolytischen, aber auch anti-mikrobiellen und anti-apoptotischen Fahigkeiten von ALP
lassen das Ausmal} der moglichen Therapieoptionen erahnen. Ein therapeutisches Benefit
sowie eine klinische Effizienz wurden tierexperimentell und im Menschen bei verschiedenen
Lungenerkrankungen, wie dem Lungenemphysem und der zystischen Fibrose, demonstriert
(Kramps et al. 1988, 1991a, 1991b; McElvaney et al. 1992).

Unsere Studie konnte erstmals mittels der in vivo Fluoreszenzmikroskopie den inhibitorischen
Einflu von ALP auf die Interaktion der Leukozyen mit dem GefdBwandendothel in einem
akuten Modell zur RA in der Maus nachweisen. Neben dem bereits beschriebenen klinischen
Vorteil durch ALP-Vorbehandlung der Miuse im Modell der CAIA (Sehnert et al. 2004)
konnte ergénzend intravitalmikroskopisch eine deutliche Reduktion der Selektin-abhingigen
und Integrin-abhédngigen mikrovaskuldren Leukozytenadhirenz in der Initiationsphase der
Arthritis demonstriert werden. Die Beteiligung von ALP an Immunkomplex-induzierten
inflammatorischen Signalkaskaden basiert u.a. auf der FcR-induzierten Reorganisation des
Actin-Zytoskeletts mit dem Resultat einer Modulation der B,-Integrinfunktion. Neben der

Beeinflussung der B,-Integrine auf Leukozyten wird die modulatorische Rolle von ALP auf
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die Zell-Zell-Adhésion durch die Interaktion mit der NF-kB Signalkaskade vermittelt.
Dadurch wird unter anderem die Expression endothelialer Adhdsinsmolekiile reduziert. Ob
sich der protektive Effekt von ALP auf die Leukozytenrekrutierung vorrangig in der
Initiatiosphase der CAIA oder auch in der Akutphase und im chronischen Verlauf nachweisen
lasst, ist derzeit noch unklar. Moglicherweise steht in fortgeschrittenen Stadien die anti-
proteolytische Fahigkeit des Inhibitormolekiils im Vordergrund, wobei die Hemmung der
Leukozytenextravasation nur noch einen kleinen Stellenwert bei der Protektion der
Gelenkinflammation einnimmt.

Um die Bedeutung und den Nutzen von ALP weiter verifizieren zu konnen, sind ergénzende
Untersuchungen zur Kinetik, Dosierung und Identifikation von Interaktionspartnern nétig.
Die von uns erhobenen Daten zu ALP stehen im Einklang mit den bereits beschriebenen
inhibitorischen Fahigkeiten des Immunmodulators und deuten auf ein vielversprechendes
therapeutisches  Potential  beziiglich  Leukozytenrekrutierung und  endothelialer
Barrieredysfunktion hin. Die Inhibition der mikrovaskulidren Leukozytenadhédrenz konnte fiir
die Reduktion der Leukozyteninfiltration sowie Chemokinfreisetzung und damit fiir die
Reduktion des konsekutiven Gewebeschadens von wichtiger, therapeutischer Bedeutung sein.
Es ist durchaus denkbar, dass sich der Krankheitsverlauf bei der RA durch das breite
inhibitorische Wirkprofil von ALP positiv beeinflussen ldsst. Inwieweit sich diese Ergbnisse
auch auf die RA beim Menschen iibertragen lassen und dies fiir zukiinftige Therapiestrategien

von Bedeutung ist, miissen weitere Studien zeigen.
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Thesen zur Dissertation

In vivo Analyse der synovialen Mikrozirkulation-

Charakterisierung und Einflu3 von Antileukoproteinase nach Arthritisinduktion

in der Maus

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist mit einer Pridvalenz von ca. 1-2% die héufigste
chronisch entziindliche Gelenkerkrankung. Durch den chronischen Charakter und die
fehlenden kurativen Behandlungsmoglichkeiten schreitet die Arthritis voran und fiihrt
in schweren Verlaufsformen bereits nach kurzer Dauer zu Invaliditit und
Arbeitsunfihigkeit des Betroffenen. Die Mortalitit ist bei der rheumatoiden Arthritis

2 bis 3-mal hoher als bei der Normalbevélkerung.

Atiologie und Pathogenese der rheumatoiden Arthritis sind trotz intensiver Forschung
bislang weitgehend unbekannt. Es existieren jedoch verschiedene Hypothesen. Neben
einer gestorten Autoimmunitdt werden eine zur Krankheitsdisposition beitragende

erbliche Komponente aber auch mogliche exogene Faktoren diskutiert.

Die Entziindung der Synovialis ist der Schliisselpunkt der Pathogenese. Dabei nimmt
die synoviale Mikrozirkulation und im Besonderen das Geféllendothel durch die
Funktionen der Zytokinproduktion, Antigenpridsentation sowie Leukozyten-

rekrutierung eine zentrale Stellung ein.

Fin besseres detailliertes und mechanistisches Verstindnis zur Initiation der
rheumatoiden Arthritis ist die Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer effizienter

Therapieansitze.

Das Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) sowie der Anti-Kollagen II
Antikorper-induzierten — Arthritis (CAIA) sind zwei in der Kinetik sich
unterscheidende, viel genutzte Tiermodelle zur rheumatoiden Arthritis. Mittels
hochauflosender Multifluoreszenz-Mikroskopie kann die synoviale Mikrozirkulation

des Kniegelenkes in beiden Arthritismodellen gut visualisiert und analysiert werden.
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Dabei wird sowohl die Mikrohdmodynamik als auch die Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion beurteilt.

Die Antileukoproteinase (ALP) ist ein sdurestabiles, zysteinreiches Protein. ALP ist
ein physiologischer Inhibitor der leukozytiren Serinproteinasen und spielt eine
wichtige Rolle bei der Gewebeprotektion. ALP akkumuliert priferentiell im
Gelenkknorpel und nimmt, neben den anti-proteolytischen Fahigkeiten, auf eine
Vielzahl anti-inflammatorischer Prozesse in Monozyten und Neutrophilen positiven

Einfluss.

Die vorliegende in vivo Studie konnte eindrucksvoll die Entziindungsreaktion der
synovialen Kniegelenksschleimhaut noch vor dem Auftreten klinisch erfassbarer,
arthritischer Gelenkverdnderungen zeigen. In den fiir Arthritis suszeptiblen
Mausstimmen (TCR, DBA1/J) trat nach Arthritisinduktion eine massive zellulédre

Immunantwort mit gesteigerter Leukozyten-Endothelzell-Interaktion auf.

Die Applikation von ALP fiihrte in der frithen Arthritisphase zu einer effektiven
Hemmung der synovialen Entziindungsreaktion. Verglichen mit Kontrolltieren, die
eine dquivalente Dosis PBS erhielten, war die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in
den ALP-behandelten Méusen signifikant reduziert. Der blockierende Effekt von ALP
auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bezog sich sowohl auf das Rolling als

auch auf die feste Adhésion der Zellen.

Das Rolling wird als Selektin-abhéingige Interaktion der Leukozyten mit dem
mikrovaskuldren Endothel definiert. Die ALP-vermittelte Hemmung des Rollings
steht im engen Zusammenhang mit der Zytokinsignalkaskade in endothelialen Zellen.
ALP reduziert die IL-1B-bedingte Hochregulation von E-Selektin. Dies ist durch eine
ALP-vermittelte Suppression der II-1B-induzierten NF-kB Aktivierung zu erkldren.
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB mit Translokation in den Zellkern
ist von entscheidender Bedeutung bei der Leukozytenrekrutierung. So induziert
NF-«B die Expression zahlreicher Adhésionsmolekiile und die Freisetzung

inflammatorischer Mediatoren.



Thesen

10.

11.

Neben der Interaktion mit der NF-kB Signalkaskade ist die blockierende Wirkung von
ALP auf die Leukozytenextravasation eng mit der P2-Integrinaktivierung auf
Leukozyten verkniipft. Die Beteiligung von ALP an Immunkomplex-induzierten
inflammatorischen Signalkaskaden basiert unter anderem auf der FcR-induzierten
Reorganisation des Actin-Zytoskeletts. Die ALP-vermittelte Suppression der
Konformationsdnderung des  Zytoskeletts fithrt zu einer verminderten
Oberflachenexpression aktivierter B2-Integrine auf Granulozyten. Das Resultat ist eine
verminderte Interaktion und damit eine reduzierte Adhdsion der Leukozyten am

aktivierten Endothel.

Die Inhibition der mikrovaskuldren Leukozytenadhédrenz konnte fiir die Reduktion der
Leukozyteninfiltration ins Gewebe und Chemokinfreisetzung verantwortlich und
damit fur die Reduktion des konsekutiven Gewebeschadens von wichtiger,
therapeutischer Bedeutung sein. Es ist durchaus denkbar, dass sich der
Krankheitsverlauf bei der rheumatoiden Arthritis durch das breite anti-proteolytische

und anti-inflammatorische Wirkprofil von ALP positiv beeinflussen ldsst.
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