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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) zahlt neben den Spgarthropathien (z.B. Morbus
Bechterew) und den Immunvaskulitiden (u.a. Lupughemadodes) zu den entzindlichen
rheumatischen Autoimmunerkrankungen. Sie stellt aemter Pravalenz von ca. 1% die
haufigste Arthritisform der westlichen Welt dar. Daypische Manifestationsalter liegt
zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr, wobei Fraueimdl haufiger erkranken als Manner
(Vogt, 2005). Fur das Gesundheitssystem stelltRie aufgrund ihres progredienten und
haufig mit Funktionseinschrankungen einhergehentfenlaufs eine nicht unerhebliche
Belastung dar. Indirekte und direkte Kosten belawieh pro Patient und Jahr auf ca. 15.000
€, bei voller Auspragung der Erkrankung mit melsr%0% Invaliditat sogar auf 35.000 € pro
Jahr (Huscher et al., 2006).

Manifestiert sich die RA im Verlauf auch extraadidr, konnen insbesondere Veranderungen
des Herz- und Gefal3systems mit einer erhdhten |Btebit assoziiert sein (Maradit-
Kremers et al., 2005).

1.1.1. Atiologie und Pathogenese
Die RA ist charakterisiert durch die Entwicklung@i progressiven, chronischen Polyarthritis

in den synovialen Gelenken.

normales Gelenk rheumatoide Arthritis Die Abb”dung 1 Zeigt schematisch

eine Gegeniberstellung eines
gesunden und eines arthritischen
Gelenks. Im gesunden Gelenk (links)
ist die Synovialmembran nur 1-3
Zelllagen stark und relativ zellarm. Im

Kapsel

dendritische Zelle

arthritischen Gelenk (rechts) ist dig
Angiogenese Synovialmembran  hingegen  stark
- B - Zelle / Plasmazelle  hyperplastisch und von verschiedenen
Membrana :Léft?gshiler Eranulozt Zellen infiltriert (z.B. B-/T-
synovialis [-Makrophage Lymphozyten, Granulozyten,
Synoviozyten Pannus Markrophagen und dendritische
Knorpel Knorpelnekrose Zellen). Es formiert sich ein potentiell
Knochen Hyperplasie der invasiv  destruierend  wachsendes
Synovialmembran Pannusgewebe. Zusétzlich kommt es
zu vermehrter Angiogenese und im
Osteoklast Verlauf der RA zu Knorpel- und

Knochenschadigungen.
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Die Rolle der Synoviozyten

Die Membrana synovialis ist eine Struktur, die ht8 Zelllagen stark ist. Bei der RA kommt
es zu Hyperplasie und Infiltration der Synovialmeamb(Synovitis). Diese Hyperplasie wird
durch vermehrte Proliferation oder gestorte Apoptesn Makrophagen-ahnlichen (Typ A)
und Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten (Typ B) lamtk Die Fibroblasten-ahnlichen
Synoviozyten Ubernehmen dabei scheinbar die Fumkiom Antigen-prasentierenden Zellen.
Sie prasentieren Autoantigene und sind in vitraden Lage T-Zellen zu stimulieren (Tran et
al., 2007). So leisten sie einen Beitrag zur aatktieen Immunantwort. Des Weiteren spielen
sie eine Rolle bei der Aktivierung von RANKL (en§leceptor Activator of NFB Ligand),
einem Liganden, der nach Rezeptorbindung die Oktst@n-abhé&ngige Knochenresorption
steigert (Kim et al., 2007). Zudem bilden die Typ-®ynoviozyten das sogenannte
Pannusgewebe, welches tumorartig in das Gelenknhimgchert, den Knorpel Gberzieht und
destruieren kann. Auch produziert die Synovialmembrsog. Defensine. Dies sind
anitmikrobielle Peptide, die zum einen die Wundlagl fordern, aber auch die Fibrinbildung
und Zellproliferation anregen kénnen (Paulsen .e28I02).

Durch die Produktion von verschiedenen Zytokined tatrixmetalloproteinasen gehéren
die Synoviozyten zu den Effektorzellen der RA. Wardiese Zellen aber aktiviert werden ist
weitgehend unklar (Kramer et al., 2003).

Zu den die Synovialmembran infiltrierenden Zellahgren B-Zellen, CD4+ T-Lymphozyten
und Makrophagen. Welche Rolle den genannten ZeHegeschrieben wird, soll im

Folgenden erlautert werden.

Die Rolle der B-Zellen bei der rheumatoiden Arthritis

B-Lymphozyten gehdren zu den Zellen des spezifisclmemunsystems. Ausdifferenziert
werden sie als Plasmazellen bezeichnet und pragumzintikorper (humorale Abwehr). Eine
groBe Rolle in der Pathogenese der RA wurde derurR&iaktoren (RF) zugeschrieben.
Diese bereits 1939 von Waaler entdeckten selbgiveakAntikdrper richten sich gegen die
Fc-Region von Immunglobulinen. Diese Erkenntnigahte erste Hinweise darauf, dass es
sich bei der RA um eine autoimmune Erkrankung hiankignnte.

Das pathogenetische Potential der RF liegt in denunkomplexbildung (Zvaifler, 1973).
Diese Immunkomplexe aktivieren Komplement und iién die Zytokinproduktion, so dass
Entzindungszellen (z.B. neutrophile Granulozytenjlas Gelenk gelockt werden und dort
zur lokalen Destruktion beitragen (Dorner et a80042). Diese RF lassen sich bei 80% der RA-

Patienten isolieren, sind aber auch bei ca. 25%dNdemalbevilkerung zwischen 60 und 89
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Jahren nachweisbar (Bocker et al., 2004). Des Weitkommen RF auch bei anderen
Erkrankungen aus dem rheumatoiden Formenkreis siod, also nicht hochspezifisch. So
wird klar, dass diese Autoantikdrper alleine nidmrt Pathogenese der RA aufklaren und
lediglich ein Baustein sind. Zudem wurden bei dér Reitere Autoantikorper detektiert.
Dazu zahlen unter anderem Antikdrper gegen Kollaggp Il, Fibronektin, MMP-19,
Kernproteine und Citrulline wie Vimentin und Fibrir{Steiner, 2007). Besonders
Letztgenanntes wird auch als anti-CCP bezeichnétwaist die mit 96% hochste Spezifitat
aller serologischen Marker auf (Steiner, 2007 utrdrik et al., 2005).

So spielen B-Zellen durch die Produktion der besblenen Antikérper eine grof3e Rolle bei
der RA. Sie erklaren aber nicht alleine, weshalp lamunsystem aus dem Gleichgewicht
gerat.

Die Rolle der T-Zellen bei der rheumatoiden Arthritis

Zu den Funktionen der T-Zellen gehort die Verstakuer Immunantwort durch B-Zell
Stimulation und die Stimulation der cytotoxischerZdll Reaktion. CD4+ T-Helferzellen
(,cluster of differentiation”) bedurfen zur Aktivieng der Antigen-Prasentation durch MHC
(engl.: Major Histocompatibility Complex) Klasse plositive Zellen. Genetische Studien
konnten zeigen, dass Menschen, die bestimmte MHdle exprimieren, pradisponiert sind
fur die Entwicklung einer RA. Bei RA Patienten ferdsich geh&auft die Subtypen HLA-DR1
und HLA-DR4 (Roudier, 2004). Man stellt sich voass diese Molekile arthritogene Peptide
binden, sie den T-Lymphozyten prasentieren undedisn aktivieren. Aktivierte T-Zellen
sind nicht nur wichtige Effektorzellen der RA, auaurch Interaktion mit anderen
Immmunzellen tragen sie zur Aufrechterhaltung dér bei. Sie interagieren mit B-Zellen
(Autoantikdrperproduktion), stimulieren Synovioayteind Chondrozyten, die in der Lage
sind Effektormolekile zu sezernieren und verstaridda Aktivitdt von Osteoklasten
(Firestein, 2005). Aber auch die Produktion deroKyte IFN- (Interferon-gamma) und IL-
17 (Interleukin-17) durch synoviale T-Lymphozyteddt zur weiteren Gelenkentziindung
und -destruktion bei (Steiner et al., 1999 und $tanal., 2004). Allerdings zeigten neue
Studien, dass IFN-in der akuten Phase von experimentell induzieihritis durch eine
Regulation der Chemokinsynthese auch antiinflamrsaio, chondroprotektiv und
antiosteoklastogenetisch wirkt (Williams et al.0Z]

In der chronischen Phase regt IFNei Makrophagen die Produktion von inflammatoresth
und Gewebe-zerstorenden Mediatoren an, wozu z.BF-TNTumornekrosefaktor) und

Proteasen gehoren (Firestein, 2005). Das IL-17 udem die Einwanderung von
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Entzindungszellen in das Gelenk und induziert doglktion von Matrixmetalloproteinasen
(Stamp et al., 2004).

So bleibt die Pathogenese der rheumatoiden Agkhiif3erst komplex. Entscheidend ist das
sowohl systemische wie lokale Prozesse ablaufen Antkile der angeborenen und
erworbenen Immunitat eine Rolle spielen (Abb. 2lede Prozesse sind vom Korper nicht
mehr kontrollierbar und fihren zu einer massivestiktion des Gelenks.

SystemiSCh Gelenk Abbildung 2 zeigt vereinfacht eing

o moglichen Zusammenhang d
Autoreaktivitat Gelenkzerstorung pathogenetischen Aspekte der RA. Durch
genetische Faktoren Autoreaktivitat und/oder genetische Fakta

wird das Immunsystem aktiviert. Es kommt
zur Zytokinausschuttung und Wanderung
Synoviale Entziindung dendritischen  Zellen (DZ) in de
Lymphknoten. Im Anschluss an dje
\ Aktivierung im Lymphknoten immigrieren
aktivierte T-Lymphozyten (aT) in das Gelenk
m Chronisch progressive Aus der chronisch progressiven
Immunantwort Immunantwort  entsteht die  synovid
\ Entzundung und letztlich die Zerstérung ¢

MMPs
Zytokine Gelenkes.
__________________ —— Weitere Abklrzungen: FLS = fibroblasten-
im Lymphknoten anliche Synoviozyten, MA = Makrophage
nT = naive T-Lymphozyten

EZ( 9 @ (leicht verandert aus: Firestein GS,J Clin
im?_;::,;irkl‘nn(ien @ @b Rekrutierung Rheumatol. 2005 Jun;11:5S39-44)

Aktivierung des
Immunsystems

1.1.2. Klinik und Diagnostik

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch, desrend verlaufende Gelenkentziindung, die
vor allem kleine Gelenke betrifft. Die spezifisdb@gnostik gestaltet sich schwierig, da noch
keine pathognomischen Tests existieren. Die Diagneisd anhand von laborchemischen,

radiologischen und klinischen Erhebungen gestellt.

Zu den wichtigsten laborchemischen Parametern gehdals Entzindungswerte die

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und das C-reaktakute Phase Protein (CRP)

(Lindgvist et al., 2005). Zu den spezifischen immwlogischen Befunden zé&hlen die

Rheumafaktoren, antinukledre Antikérper (ANA) uner dAntikbrper gegen das cyklische

citrullierende Peptid (anti-CCP), wobei Letztergreeim Vergleich héhere Spezifitat aufweist

(Shovman et al., 2005).

Wichtigstes Bildgebendes Verfahren ist das koneaetie Rontgenbild des Gelenkes. Die im

Verlauf der RA auftretende Zerstérung des Knorpeld des angrenzenden Knochens zeigt
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sich durch Gelenkspaltverschmalerung, Erosionen suithondrale Zysten (Strunk et al.,
2005).

Die frihen Anzeichen der RA wie Weichteilschwellungrgussbildung und synoviale
Proliferation lassen sich teilweise durch die Mdaggsonanztomographie darstellen.

Klinisch ist der symmetrische Befall der Handgekenknd der proximalen Finger- und
Zehengelenke typisch. Im Anfangsstadium auf3ert dielRA haufig durch Schwellung der
Gelenkkapsel, Druckschmerzhatftigkeit und anhaltevdegensteifigkeit. Durch eine aktive
Beweglichkeitsprufung (z.B. Handgelenk Volarbeupeserz) und Ausibung von Druck auf
die Gelenke (Gaenslen-Zeichen bei den Fingergrdedgen) lassen sich diese Angaben
noch objektivieren. Bei ca. 40% der Patienten gelueam eigentlichen Erkrankung
unspezifische Prodromi wie Arthralgien, Kraftlosgitk Fieber und eine Verschlechterung des
Allgemeinzustandes voraus (Strunk et al., 2005).

Um die Diagnostik der RA zu erleichtern hat das Aoan College of Rheumatology
Klassifikationskriterien (siehe Tabelle) fur die Rwrausgegeben. Denn eine friihe Diagnose
und somit ein friher Therapiebeginn entscheidengela@nd Uber den Verlauf und die

Prognose der RA (Symmons et al., 1998).

Klassifikationskriterien der rheumatoiden Arthritiss ,American College of Rheumatology*:
Morgensteifigkeit vom mindestens 1 h Dauer
Arthritis von 3 oder mehr Gelenken
Arthritis von Hand- und Fingergelenken
symmetrische Schwellung/Arthritis
Rheumaknoten
Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

typische radiologische Veranderungen: Erosionengateinknahe Osteoporose

Die Kriterien 1- 4 missen mindestens 6 Wochen hesteBei Vorhandensein von vier

Kriterien kommt es zur Diagnosestellung der RA (@tret al. 1988).

1.1.3. Therapie der rheumatoiden Arthritis

Aufgrund der unklaren Pathogenese der RA existedh kein kausaler Therapieansatz,
vielmehr richtet sich die Therapie gegen die draupicharakteristika Schmerz, Entziindung
und Funktionseinschrankung. Bei diesem Konzept g#t medikamentdse und nicht
medikamentdose Therapiekonzepte zu vereinen. Im Wiedeen stehen drei
Medikamentengruppen zur Verfigung. Diese sind rstétoidale Antirheumatika (NSAR),

-5-
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Glukokortikoide und die so genannten ,Disease-nyaatif antirheumatic drugs” (DMARD)
zu denen sowohl die Basistherapeutika und sogo8icdls gezahlt werden.

NSARs wirken durch Hemmung der Prostaglandinsyethemsalgetisch und auch
antiphlogistisch, sind jedoch nicht in der Lage Bi@gression der Erkrankung aufzuhalten
(O'Dell et al.,, 2004). Je nach Risikoprofil des betlelten Patienten kénnen diese
Medikamente erhebliche Nebenwirkungen im Magen-Ddmakt bis hin zu Blutungen
hervorrufen. Bei den selektiven Cyclooxygenase{@bitoren scheint dieses Risiko etwas
reduziert.

Glukokortikoide gehéren zu den immunsupprimierenilierdikamenten und wirken so gegen
die entzindliche Komponente. Diese Wirkung tritirggl und verlasslich ein, so dass gerade
deswegen die Steroide in der Anfangsphase der pieemnen hohen Stellenwert haben.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Stergigen Krankheits-modifizierenden
Einfluss haben. Sie verlangsamen die destruiereRderesse am Gelenk (van Everdingen et
al.,, 2002; Mitchell et al., 2007). Allerdings habesie ein weites Dosis abhangiges
Nebenwirkungsprofil, wozu z.B. Diabetes mellitusdu@steoporose gehdren. Die NSARs
und Glukokortikoide werden meist zur initialen Téygie eingesetzt, da der Wirkeintritt der
Basistherapeutika einige Wochen betragen kann.

Zu den konventionellen Basistherapeutika z&ahlenhbtetxat (MTX), Leflunomid und
Sulfasalazin. Sie wirken Uber einen Eingriff in éleoteinbiosynthese immunmodulatorisch.
Insbesondere das MTX hat sich in der Langzeittherals besonders wirksam hervorgetan.
So reduziert es nicht nur die radiologische Pragoesder RA, sondern senkt bei relativ
geringen Kosten und akzeptabler Toxizitat auchMbetalitat (Ortendahl et al., 2002; Choi et
al., 2002).

Zytokinantagonisten (Biologicals) gehdren zu denderoen Basistherapeutika. Sie sollen
durch einen Eingriff in das Zytokinnetzwerk dagstandene Ungleichgewicht korrigieren.
Zu ihnen gehdren monoklonale Antikdrper gegen TNHz.B. Infliximab) oder
Rezeptorantagonisten gegen Interleukin-1. DieséoBicals sollen gemalR einer Empfehlung
der deutschen Gesellschaft fir Rheumatologie ftéhesnach sechs Monaten erfolgloser
Therapie mit den konventionellen Basistherapeldikgesetzt werden.

Die nicht-medikamenttse Therapie besteht in etstée aus pysio- und ergotherapeutischen
Mallnahmen, aber auch aus chirurgischen Eingrifieie z.B. Tenosynovialektomien,
Arthrodesen und Arthroplastiken.
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1.1.4. Experimentelle Arthritismodelle

Experimentelle Arthritismodelle spielen in der Rhedorschung immer noch eine grof3e
Rolle. Durch sie lassen sich Erkenntnisse tUbeinitialen Schritte der Pathogenese gewinnen
und durch genetische Modifikation der Versuchsti&isst sich die Funktion einzelner
Proteine herausfiltern. Die Problematik von humawgnnenem Gewebematerial (z.B.
Synovialmembran) liegt darin, dass das Gewebe nieisfuge von operativen Eingriffen
(z.B. Synovektomie oder Gelenkersatz) gewonnen,vdrel erst in sehr spaten Stadien der
RA durchgefuihrt werden. Zumeist sind diese Patrensaich mit antirheumatischen
Medikamenten vorbehandelt.

Obwohl Erkenntnisse aus tierexperimentellen Modedieh nur begrenzt auf den Menschen
Ubertragen lassen, kann es doch gelingen Teilaspit humanen Erkrankung besser zu

verstehen.

Zu den induzierbaren Modellen gehtéren neben delg@mtinduzierten Arthritis (AIA) auch
die Kollagen- und die Proteoglykan- induzierte Aitth. Bei beiden Modellen wird zum
Auslésen einer Autoimmunreaktion ein gelenk-spseifes Antigen verwendet; Kollagen
Typ Il oder Proteoglykan. Diese Modelle weisen détachteil auf, dass die
Krankheitsinzidenz und der Beginn variabel sowib&augig vom verwendeten Mausstamm
sind (Glant et al., 2001). Somit erweisen sie $izhStudien, in der die Vergleichbarkeit und
Synchronitat des Krankheitsverlaufs wichtig sing, anbrauchbar. Des Weiteren gehéren zu
den induzierbaren Modellen die Streptokokkenzellvamduzierte Arthritis (Koga et al.,
1985), sowie Arthritiden, die durch die Injektionon/Pristan und Zymosan induziert werden
(Wooley et al., 1989; Keystone et al., 1977).

Die genetischen Modelle beruhen auf spontan aaftdsn Arthritiden in transgenen oder
Knockout-Mausen. Bei K/BxN Mausen tritt eine chswmh, progressive Arthritis ohne
vorherige Gabe eines Antigens auf (Kyburz et @03). Ein genetisch veranderter T-Zell
Rezeptor reagiert mit einem ubiquitdr vorkommenderotein (Glukose-6-Phosphat-
Isomerase) (Matsumoto et al., 2002). Mause, dieames TNF- Gberexprimieren (Keffer et
al., 1991), sowie Knockout-Mause fur InterleukiiRézeptorantagonisten (Horai et al., 2000)

entwickeln ebenfalls eine Spontanarthritis.
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1.1.4.1 Die Antigen-induzierte Arthritis

Die AIA gehort zu den immunologisch induzierteniitismodellen. Sie wurde bereits 1962
von Dumonde und Glynn als Kaninchenmodell eingefiitmd 1977 durch Brackertz als
Mausmodell etabliert (Dumonde et al., 1962; Bratket al., 1977).

Die primare Immunisierung erfolgt durch eine subk Injektion bestehend aus dem
Gemisch eines Proteinantigens und einem immungeneaidem Zusatz (z.B. Freudsches
Adjuvanz). Erst spater erfolgt, durch intraartikeldnjektion desselben Proteinantigens, die
Induktion der Arthritis. Als Antigene kommen versathenen Proteine in Frage u.a. Fibrin
und Albumin. Dieses Modell zeigt, dass kein Gelspkzifisches Antigen nétig ist, um eine
Arthritis zu induzieren. Um ein Verbleiben des Ayains im Gelenk zu erreichen, werden die
Antigene mit einer positiven Ladung versehen, dasig@ an die negativ geladene
Knorpelmatrix binden (van den Berg et al., 1984).vrd heute hauptsachlich methyliertes
bovines Serumalbumin als Antigen verwendet. Diegddia Verweilzeit des Antigens im
Gelenk ist fur eine Chronifizierung der AIA notwegd

Durch die intraartikulare Injektion wird die sogrthusreaktion eingeleitet. Diese auch als
Typ-lll bezeichnete Immunantwort beschreibt die lnmkomplexbildung aus injiziertem
Antigen und zirkulierendem Antikérper. Die Immunkplexe leiten wu.a. durch
Komplementaktivierung die Entziingunskaskade eies®ibesteht aus der Aktivierung von
Mastzellen, neutrophilen Granulozyten und Makrogmagdie durch Ausschittung einer
Vielzahl von Zytokinen zum Vollbild der akuten Aritis fihren. In der ersten Woche
dominiert histologisch ein Exsudat aus Fibrin uedtrophilen Granulozyten im Gelenkspalt.
Im weiteren Verlauf wandelt sich das histologis@il. In der frihen chronischen Phase
geht das entzindliche Infiltrat zurlick, eine Hypesie der Synovialmembran durch
vermehrte Proliferation der Synoviozyten wird deht! Dieses proliferationsaktive Gewebe
kann sich als erosive Formation organisieren urgdrdletiv in das Gelenk vorwachsen, dies
wird dann als Pannus bezeichnet (Steinberg e1@r.3). In der chronischen Phase kommt es
durch eine Chondrozytendysfunktion mit vermindeReoteoglykansynthese und einzelnen
Nekrosen zu Knorpelerosionen. Diese kdnnen bisarsabchondralen kndchernen Strukturen
vordringen.

So ahnelt die AIA mit ihrer histologischen Triassdentziindung, synovialer Hyperplasie und
Gelenkdestruktion der RA. Die experimentellen Vitetéiegen nicht nur in der Ahnlichkeit
zur RA, sondern auch darin dass sie einen relativoumen Zeitverlauf aufweist, ein

gleichzeitiger Beginn bei allen Versuchstieren ndyist.
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1.2. Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs, Matrixine) sind kabhangige Endopeptidasen, die am
Ab- und Umbau extrazellularer Matrix (EZM) beteiligind (Nagase et al., 1999). Die EZM
besteht aus zwei Molekulklassen, Glykosaminoglykafi&oteoglykane) und Faserproteine
wie Kollagen, Elastin, Fibronektin und Laminin ($d.995).

Die MMPs spielen eine Rolle bei vielen physiologese Prozessen wie der
Embryonalentwicklung, Reproduktion und Wundheilurfjagase et al., 1999). Die
Regulation kann auf Ebene der Genexpression, @enymaktivierung und durch Inhibition
der bereits aktivierten MMPs durch TIMPs (engl. s3ue inhibitors of matrix
metalloproteinases”; dt: ,Gewebeinhibitor der Migtpioteinases”) erfolgen (Brinckerhoff et
al., 2002). Gerat die Regulation der Matrixine aukentrolle, kann die Homoostase aus Auf-
und Abbau von Gewebe empfindlich gestort werdesg¥iet al, 2003). Dies geschieht auch
bei der RA, wo inflammatorische Zytokine (z.B. TNRind IL-1) die Expression von MMPs
steigern (Mengshol et al., 2002). Dort tragen sieZerstérung der Matrixkomponenten von
Knochen, Knorpel und Sehnen bei. Aber auch bei ramd&rkrankungen, wie malignen
Tumoren, Atherosklerose, Ulzerationen und Fibrostndas MMP Ungleichgewicht von

Bedeutung (Nagase et al., 2006).

Allen MMPs sind bestimmte Struktureigenschaften g@mnDazu zéhlen das Propetid, die
katalytische Doméne und eine Hamopexin-ahnliche &wm die Uber eine flexible
Gelenkregion (engl. hinge region) angeschlossen Dstrch Abspaltung des Propeptids
kommt es zur Aktivierung der Matrixine. Die katatghe Region enthélt ein Zinkatom und
steuert die enzymatische Aktivitat. Die Hamopeximiche Region spielt eine wichtige Rolle
bei der Inhibitorbindung und der Substratspezifiidgase et al., 1999).

Zunachst wurden die MMPs nach ihrer Substratspatziingeteilt, so gibt es Kollagenasen,
Gelatinasen, Stromelysine und membranstandige MME$&andler et al., 1997).
Weitergehende Forschung deckte jedoch auf, dassrixiiat stark Uberlappende
Substratspezifitaten aufweisen. Zudem gibt es wéhfig eine grol3e Diskrepanz der in vitro
und im vivo gespaltenen Produkte. In Folge dessaml@vbegonnen die MMPs systematisch
zu nummerieren (MMP-1, MMP-2, usw.) und anhand rih®truktur und ihres
Domanenaufbaus in Gruppen einzuteilen (siehe AbhbBi3her wurden 23 humane MMPs
beschrieben (Parks et al., 2004).
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Abbildung 3 zeigt eine schematische Ubersicht iiden Aufbau der einzelnen
Matrixmetalloproteinasesn und deren Gruppeneianbgl. Abbildung leicht modifiziert
nach Sommerville et al., 2003.

1.2.1. Matrixmetalloproteinase-19 (MMP-19)

Im Gegensatz zu den bisher identifizierten MMPs RveMMP-19 eine sehr geringe
Gewebespezifitat auf und I&sst sich in einer Vidlzan Geweben nachweisen. Dazu gehdren
Plazenta, Lunge, Ovarien, Milz und Darm. Dies isgewdhnlich, da MMPs in erwachsenen
Zellen unter normalen, ruhenden Bedingungen nterse@lachweisbar sind (Pendas, 1996). Es
gibt Hinweise darauf, dass MMP-19 einen gewissailleédiwert bei der RA haben kénnte.
1998 isolierten Sedlacek et al. Autoantikdrper ged#MP-19 aus dem Synovium von
Patienten mit RA. Des Weiteren ist bekannt, dassRVIN konstitutiv im Synovium bei RA
exprimiert wird (Konttinen et al., 1999). Auch wiMMP-19 von glatten Muskelzellen der

Tunica media der synovialen Gefal3e exprimiert. hdEhelzellen von Kapillaren lasst sich

10
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MMP-19 an akut entziindetem, aber nicht in chronisgtziindetem Synovium nachweisen
(Kolb et al., 1999). Dieses Expressionsmuster Hibiveise darauf, dass MMP-19 auch bei

der Neoangiogenese eine Rolle spielt.

MMP-19 weist mit einigen Ausnahmen die typischeulgtr aller 16slichen MMPs auf. Die
katalytische Domane ist in vitro in der Lage einel¥ahl von Proteinen zu degradieren. Dazu
zahlen Anteile der Basalmembran (Laminin, Kollagem IV, Nidogen), des Bindegewebes
(Fibronektin) und des Knorpels (Aggrecan und oligoes Knorpel Matrix Protein) (Stracke
et al., 2000). Aggrecan ist das Hauptproteoglykankhorpelmatrix und verantwortlich far
die krafttragenden und elastischen Eigenschaftsnkamrpels. Der Verlust von Aggrecan
gehort zu den am frihesten nachweisbaren Knorgelderungen im Rahmen der RA. Es ist
bekannt, dass bei der RA Aggrecan vermehrt abgebadt Hinzu kommt, dass MMP-19
keiner Aktivierung bedarf, sondern autoaktivieréstd Das oligomere Knorpel Matrix Protein
(COMP) spielt eine Rolle beim Aufbau des Gelenkkets und der Stabilisierung der
kollagenen Matrix. Es ist wichtig zu Erhaltung dietegritét des Knorpels. COMP-Fragmente
kénnen in der Synovialflissigkeit von Patienten RA und Osteoarthritis nachgewiesen
werden und dienen auch als Marker fir den Verlaoftkrankung (Stracke et al., 2000).
Somit kénnte MMP-19 den Verlauf der RA in drei wetiehen Punkten beeinflussen. Zum
einen in der akuten Phase durch eine Verstarkunlédeangiogenese zur Aufrechterhaltung
der Entzindung und zum anderen in der chronischaseé”durch die Degradation von EZM
innerhalb des Gelenks. Aber auch seine Rolle ak®akiigen und somit als Storfaktor der

Balance des Immunsystems kdnnte den Verlauf den&yativ beeinflussen.

1.3. Zielsetzung der Arbeit
Knockout-Mause bieten interessante Mdglichkeiten Biedeutung z.B. einzelner Enzyme in
Krankheitsmodellen zu studieren. Diese Arbeit baftit sich mittels MMP-19" - Mausen
mit dem Stellenwert von MMP-19 flr die Auspragungee unilateral induzierten Antigen-
induzierten Arthritis. Die Knockout-Mause werdenbda mit genotypisch unveranderten
Wildtypen verglichen. Es gibt Hinweise darauf, dd@d1P-19 Uber drei verschiedene
Ansatzpunkte im humanen Arthritismodell den Verlaagativ beeinflussen kénnte:

als Autoantigen

als Neoangiogenesefaktor

als EZM degradierendes Enzym

1t



Einleitung

Am Mausmodell soll die Auswirkung des Knockouts adie akute und chronische

Arthritisphase sowie auf den Knochenstoffwechséérsucht werden. Es ergeben sich daher
folgende Fragestellungen:

Die histologische Untersuchung soll klaren, inwiefesich die Auspréagung der
Arthritis zwischen Knockout- und Wildtypmaus untgrsidet.
Die guantitative Analyse von immunhistochemischegfuBden soll Aufschluss

Uber eine verénderte Neoangiogenese geben.

mittels nCT Analyse soll die Veranderung der tiémal gelenknahen
Trabekelstruktur im Rahmen der AIA untersucht warde

Im Mittelpunkt steht der Vergleich von Wildtyp- uthockout-Mausen. Da es sich aber um

ein unilaterales Arthritismodel handelt, sollen tilverprifung der Modellvaliditat auch die
Gruppen interindividuell verglichen werden.
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2. Methoden

2.1. Knockout-Mause

Knockout-Mause sind Mause bei denen durch genetiddhnipulation an Stammzellen
bestimmte Gene deaktiviert wurden. Da das GenonMaeis als vollstandig sequenziert gilt,
ist es dieser Art von Manipulation leicht zuganigliSo wird es z.B. mdglich die Bedeutung

einzelner Enzyme unter Lebensbedingungen und nighduf zellularer Ebene zu erforschen.

2.2. Antigen-induzierte Arthritis (AlA)

Die Aufzucht der homozygoten Knockout-Mause und e dDurchfihrung der

Arthritisinduktion erfolgte im Biochemischen Instit der Christian-Albrechts-Universitat,
Kiel unter der Leitung von Herrn Dr. Radislav Sedle Zur Unterbringung der Tiere stand
der Tierstall der Vorklinischen Institute der Medischen Fakultat unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. Reetz zur Verfigung. Aus derselb&nlage entstammen auch die
Wildtypmause der Vergleichsgruppe.

2.2.1. Tiere

Die fir das Arthritismodell verwendeten Mause gétrdrdem Hintergrund C57BL/6 (Black
6) an. Es waren ausschliel3lich Weibchen im Altevisghen 7 und 11 Wochen. Davon waren
9 Tiere Wildtypen und 8 Tiere homozygote MMP-19 Kkaut-Mause. Im Verlauf der Studie
verstarben 3 Wildtypen und 3 Knockout-Méause. Einbalnandelte Vergleichsgruppe bestand
aus 9 Tieren. Bei den Knockout-Mausen handeltedatssn Tiere, die in Zusammenarbeit
mit Herrn Prof. Dr. Ilvan Horak (Forschungsinstitimt Molekulare Pharmakologie der Freien
Universitat Berlin) hergestellt worden sind.

Die Tiere wurden in Standardkafigen gehalten untlehastets unbegrenzten Zugang zu
Nahrung und Wasser. Der Versuch wurde im Vorfeletlleinen Antrag an das Ministerium
fur Umwelt, Natur und Forsten des Landes Schledwatstein in Kiel genehmigt.

2.2.2. Immunisierung, Arthritisinduktion und Monito ring

Als erster Schritt erfolgte die primare Immunisigguder Mause an Tag -21 mittels einer

subkutanen Injektion von 100pug methyliertem bovin@arumalbumin (MmBSA; Sigma,

Deisenhofen, Deutschland) geldst in 50ul PBS (Pmatsgepufferte Kochsalzlésung) und

50ul komplettes Freund’sches Adjuvanz (CFA,; SigBeisenhofen, Deuschland). Zusatzlich

erfolgte eine intraperitoneale Injektion von hitzgitiviertem Bordetella pertussisToxin
13
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(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 0,1pg/ul in 208R&. Diese Prozedur wurde an Tag -14
wiederholt (Huckel et al., 2005). Das mBSA dientdiesem Fall als Fremdeiweil3. Um die
Immunreaktion darauf zu verstarken werden Permssitund CFA verabreicht. Das CFA
gehort zu den klassischen unspezifischen Immuretktign. Es kann die Produktion von
Antikorpern steigern und wirkt entziindungsforderiad. enthalt neben Mineral6l und einem
Emulgator, hitzeinaktivierteMykobakterium tuberculosier systemischen Immunisierung
folgt 14 Tage spater (Tag 0), die eigentliche Atiinduktion durch lokale intraartikulare
Gabe von hoher konzentriertem mBSA (10ug in 10u8PBEs werden 9ul mBSA in das
rechte Kniegelenk und 9ul PBS in das linke Kniegklmjiziert (siehe Abb. 4).

Um die Auspragung der Arthritis in vivo zu verfolgewurde der mediolaterale
Gelenkdurchmesser jeweils an Tag -1, 3, 7, 10,1¥4,22 und 24 mit einer Schubleere
gemessen und in mm angegeben. Die Differenz aus adwuellen und dem
Gelenkdurchmesser an Tag O ergab die GelenkschwellDiese wurde zur klinischen

Beurteilung der Entziindungsreaktion herangezogen.

Tag -21 und -14

mBSA in CFA s.c. Tag -21 und -14

Pertussistoxin i.p.

Tag 0: Arthritis-Induktion
re.: mBSA intraartikular
li.: PBS intraartikular

Immunisierung Arthritis-
Induktion
1. 2. .
| I T Akute ,  Chronische
: I I AlA I AIA
Tag -21 Tag -14 Tag O Tag 5

Abbildung 4 zeigt schematisch den Versuchsablaufldduktion einel
Antigen-induzierten Arthritis

(mBSA=methyliertes bovines Serumalbumin, CFA=korttpk
Freud'sches Adjuvanz, i.p.=intraperitoneal, s.dxestan, AlA=Antigen-
induzierte Arthritis)
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2.2.3. Totung der Tiere und Probenentnahme
Nach Ablauf der Versuchsdauer (25 Tage) wurdenMiieise mit einer letalen Dosis an
Halothan zunachst betaubt und dann getotet. Daraaffolgte die Knieentnahme in toto und

deren Konservierung in 70% Alkohol.

2.3. Mikro-Computertomographie (UCT)

2.3.1. Allgemeine Informationen

Die Computertomographie zahlt zu den schnittbildgelen Rontgenverfahren der Medizin.
Es ist moglich rechnergestitzt aus den gewonnenatenBatzen Schnittbilder oder 3-
dimensionale Ansichten in beliebigen Ebenen zudberen. Dies stellt einen grol3en Vorteil
im Vergleich zum konventionellen Rontgen dar. Salie CT zu einem sehr flexiblen und je
nach Fragestellung variablen Verfahren gewordendBe fir den Menschen gebrauchlichen
CT-Geréaten rotieren Rontgenréhre und DetektoremdemPatienten.

Bei dem fur die Knochenstrukturanalyse verwenddikecro-Computertomogramm (u-CT)
.Fan Beam uScope” der Firma Stratec (siehe Abbidbnsind Réntgenquelle und Detektor
fixiert. Das Praparat (hier Mauseknie) wird in eMerrichtung gebracht, in der es vertikal
und horizontal bewegt, sowie rotiert werden kanaciNeiner voreingestellten Zeit, die zur
Datenerfassung bendtigt wird (z.B. 200ms), rotthet Probe um weniger als 1° weiter und
eine neue Datenerfassung beginnt, bis die gesab#rekerfasst ist. Danach wird die Probe
um eine Lange von 25um nach oben bewegt und eine 8erie von Daten wird erhoben.
Diese Prozedur wird wiederholt, bis der gesamteingestellte Messbereich (hier: 300 CT-
Schnitte & 25um entspricht 7,5mm) abgetastet ist.

Das UCT ist speziell fur die Erstellung der Histoptmmetrie kleiner Knochenproben mit
einer Auflésung von bis zu 15um entwickelt wordelba die Knochenprobe beweglich ist,
kann ein besonders geringer Abstand der Réntgeleqmet Probe erreicht werden, was es
maoglich macht einzelne Trabekelbalkchen dazustelenbengrof3e und Auflosung hé&ngen
uber den Faktor 1000 zusammen, dass heil3t bei Brodrengrof3e von 2,5cm betragt die
hdchst mogliche Auflésung 25um.
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Technische Daten:

Auflésung bis zu 15um

Durchmesser der Probe bis 80mm

Scout View 0 -100mm

VergroRerungsfaktor 25-30

Rontgenréhre Microfocus, 20 .. 90kV, 0 .. 200pAs, b

zu 9 W Leistung, Brennfleck Spot 8 x 8
um (optional 5 x5 um), Filter 18 Cu

Detektor 512 x 1 Photodiode

Bildmatrix 512 x 512 pixel

Messzeit 30 .. 180s inkl. Ruckprojektion
Strahlendosis an Gehauseoberflache < 0,5 mR/h
MaRe / Gewicht 1000 x 500 x 400mm / <50kg

Quelle: Internetpréasenz Firma Stratec
www.stratec-med.com

Abbildung 5 zeigt das zur Trabekelstrukturanalysemendete Micro-Computertomogramm

2.3.2. Durchfuihrung der Messung
Nach der Entnahme der Kniegelenke wurden dieseO% Alkohol konserviert. Um die
Proben wahrend des Rdntgenvorgangs vor dem Ausieocku schitzen, wurden sie in
alkoholgetranktes Papier gewickelt, in den Probkehaingebracht und dieser luftdicht
verschlossen. Bevor der eigentliche CT-Scan begbiatet das Gerat einen Ubersichtsscan
des Praparats an, aus dem es moglich ist, den kresd festzulegen. Der Messbereich
betrug jeweils 300 Schichten mit einer Auflosungn\2bum, dass heildt einer Gesamtlange
von 7,5mm. So wurde das gesamte Kniegelenk inldusier Anteile von Femur und
Tibia/Fibula abgedeckt. Der Messvorgang dauerte6bapro Kniegelenk. Die entstandene
Datenmenge wurde nach einer ersten Sichtung mit V@&W" auf Vollstandigkeit und das
Vorhandensein von Artefakten Uberpruft, dann auof eiternes Speichermedium verbracht
und so archiviert.
Folgende Messparameter wurden verwendet:

Auflésung 25um

Halterungsdurchmesser 10mm

Halterungslange 95mm

Rontgenfilter 18y Cu

Rontgenréhre Spannung: 40kV

Strom 199 pA

2.3.3. Knochenstrukturanalyse
Im Anschluss an die eigentliche Messung wurde diedkenstrukturanalyse durchgefihrt
mit Hilfe des Programms ,Insight”, welches freuctierweise von Herrn Dipl. Ing. C. Graeff
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der Abteilung medizinische Physik des Universitétgkums Schleswig-Holstein, Campus

Kiel (Leiter Prof. Dr. C.C. Gluer) zur Verfugungsiellt wurde (siehe Abb. 6).

Zur Trabekelstrukturanalyse der Tibia wurde diemg@e Spongiosa von der Analyse
ausgenommen. Die in der sekundaren Spongiosairgdatiien Knochenumbauprozesse
ahneln denen von erwachsenen Tieren, so dass duMédssung nur dieser Knochenantell
bertcksichtigt wurde. Der proximale Punkt der seléwan Spongiosa wurde 0,5mm (25
Schnitte) unterhalb dem Ende der Wachstumsplagtgdéegt. Von dort wurde Uber eine
Lange von 2mm das ,Volume of Interest® (VOI) bestitn und die Strukturanalyse

durchgefuhrt. Fur alle Analysen wurde ein Schwellert von 160 festgelegt, um eine

korrekte Trennung von mineralisiertem und nichtenalisiertem Gewebe zu ermoglichen.

Die Bestimmung des VOI erfolgte, indem in den Qadlendt der Tibia Uber die gesamte
Lange des Messbereiches, Polygone eingepasst wubiese Polygone missen maoglichst
den gesamten Innenraum ohne die Kortikalis abdegkdrergeben so eine virtuelle Rohre, in
der die Berechnung der Parameter stattfindet.

Folgende Parameter wurden bestimmt:

8 BV/TV [%] (,Bone Volume to Tissue Volume* auch ,BerVolume Fraction*)

Der relative Knochenvolumenanteil ergibt sich aasidverhaltnis von Volumen des
trabekularen Knochens zum Gesamtvolumen innerhedbM®DI (Goulet et al., 1994).
Die Angabe erfolgt in %.

§ BS/BV [mni'] (,Bone Surface to Bone Volume*)

Dieser Parameter gibt die Relation der Oberflacke twabekularen Knochens (BS)

zum Volumen des trabekularen Knochens (BV) an (Gowt al., 1994). Der
Parameter steigt bei porésem Knochen (z.B. Ostespdran. Die Angabe erfolgt in
mm’,

§ Tb.N. [mm'] (,Mean Trabecular Number”)
Tb.N. gibt an, wie viele Trabekel sich innerhalbs dentersuchten Volumens im
Durchschnitt befinden. Die Einheit ist rfiniGoulet et al., 1994)

8§ Tb.Th. [um] (,Mean Trabecular Thickness")
Th.Th bezeichnet die durchschnittliche Dicke deabBkel, die innerhalb des VOI

dem Knochen zugeordnet werden konnen. Die Angdbigem pum.

8§ Tb.Sp. [mm](,Mean Trabecular Seperation®)
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Dieser Parameter bezeichnet den durchschnittli&iestand der Trabekel zueinander
innerhalb der Probe. Er korreliert mit der Grof3e Blarkraume (Hildebrand et al.,
1999).

Um Messabweichungen mdoglichst gering zu halten,de/uiede Trabekelstrukturanalyse
dreimal vorgenommen und aus den gewonnenen Wartéviiteelwert gebildet.

Left Mouse Button Upper Limit [Scoutiew] 7 Set Point (Shics View) [ #coept Polygon ]

Middls Mouss Button Select Slica (Scaut View) / Accept Polygon (Slics View) [ Clear Polygon ]

Right Mouse Button: Lower Limit [ScoutView) # Remave Point (Slice-View) [ Guess Polygan ]

Scout-Position: (20.48)

SlicePsior [#3.6] Schwellenwert 16
Gray Value: /
Lower Thiesh 160 8

Shaw Lower Thiesh ]

Number of Graups: 1

Y0l grey value:

Querschnitt Tibia mit]
Polygon, um VOI zu
definieren.

edge detection

First Selected Slice:

Last Selected Slice:

[ Scout w-piojection ]

[ Scaut MIP ]

Upper-Left comer:
LowerFight cormer,

40! Definitan uncomplele
Hemory Needed M}

Measurement Mode:
O rect O el O sphere & polygonal

[ Export Cunent Slice (TIFF] ]

[ Help ]

[ Fieset ] [ 0K ]

Probenibersicht Querschnitt Fibula

Abbildung 6 zeigt einen Screenshot aus dem gRmm ,Insight’, welches zt
Trabekelstrukturanalyse verwendet wurde. (VOI=Vaduof Interest)

2.4. Histologie, Immunhistochemie

Die Histologie als Methode zur Aufarbeitung von bis6 pm dinnen Gewebeschnitten ist in
den naturwissenschaftlichen Fachern und in der Miedveit verbreitet. Durch verschiedene
Farbemethoden ist es mdglich je nach Interessesahiedliche Zellen, Zellformationen oder
Zellanteile charakteristisch anzufarben und sieemumnhikroskopischer Vergrol3erung zu
evaluieren.

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine wichtige untétzende Methode in der
histopathologischen Diagnostik und in der zellbgidohen Forschung. Das Prinzip der IHC
beruht auf der gezielten Bindung von spezifischetikrpern mit zellstdandigen Antigenen.
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Im nachfolgenden Arbeitsgang soll der gebundenékdrger detektiert und sichtbar gemacht
werden, um so Rickschlisse auf das Vorhandensgigedeichten Epitops ziehen zu kdnnen.
Der gebundene Antikoérper wird Uber einen Brickekarper an einen Enzymkomplex

angekoppelt. Nach Zugabe eines Chromogens komchirek eine enzymatische Reaktion zu

einem Farbumschlag.

2.4.1. Entkalken in EDTA-L6sung

Nach Fixierung der Praparate in 4% Paraformaldetat 24h wurden die Kniegelenke zur
Entkalkung in eine 20% EDTA-LOsung (Ethylendiamtraessigsaure) mit pH 7,2-7,4
Uberfuhrt. Dies war fur die weitere histologischafétbeitung, insbesondere das Schneiden
notwendig.

Die Entkalkung mit EDTA gilt insbesondere bei imrhistochemischer Fragestellung als
antigen- und gewebeschonend. Sie beruht auf emsserloslichen Komplexbildung des
Calciums mit EDTA. Die Praparate wurden im Warmeack bei 37°C aufbewahrt und die
Lésung alle 2 bis 3 Tage gewechselt. Die Entkalkdagerte zwischen 3 und 4 Wochen und

wurde durch eine Rontgenkontrolle tUberpruft.

2.4.2. Einbettung in Paraffin und Anfertigung von Mikrotomschnitten

Nach Abschluss der Entkalkung wurden die Préapadita¢e Nacht flieRend gewassert, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwéassert und ansaitié3n Paraffin (Paraplast) eingebettet.
Am Grundschlittenmikrotom (Leitz) wurden dann 7 pstarke Schnitte angefertigt, auf

Objekttrager gebracht und Uber Nacht zur Austroolgnim Trockenschrank bei 37°C

aufbewabhrt.

2.4.3. Histologische Farbungen

Zur Farbung wurden die Schnitte in Xylol entpara#it. Die jeweils genaue Farbeanleitung
findet sich im Anhang.

- Toluidinblau (TB)

Zur Ubersicht wurde jeder zehnte Objekttrager nuotuidinblau (1% Toluidinblau in 1%
Borax; di-Natriumtetraborat-10-hydrat) gefarbt. didinblau ist ein azidophiler Farbstoff,
welcher Gewebe kontrastreich blau darstellt undrgden Knorpel diffundiert.

Danach war die Bestimmung idealer Schnittebenen liolbgund es wurden weitere

histologische Farbungen angewendet.
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- Hamatoxylin-Eosin (HE)

Hamatoxylin-Eosin ist eine Sukzedanfarbung, dasf3thdieide Bestandteile werden
nacheinander gefarbt. Das aus Hamatoxylin gewonpesi¢iv geladene Hamalaun bindet an
die sauren Bestandteile z.B. der Desoxyribonukigiren (DNS) und dient so der
Kernfarbung, das negativ geladene Eosin bindet rateife und dient der Plasmafarbung.
Diese Farbung ist eine weitere Standardubersicbisi@, welche Kalk, saure Verbindungen
und Zellkerne blau sowie alle tbrigen Strukturemenschiedenen Rotténen farbt.

- Safranin O

Diese Farbung wird zur Qualitatsbeurteilung dedihga Gelenkknorpels eingesetzt, wobei
sich der Knorpel orange bis rot farbt. Die Intefisitler Knorpelfarbung ist dabei direkt
proportional zum Proteoglykangehalt (Camplejohnalet 1988). So ist es mdglich einen

Uberblick Giber moglicherweise vorhandene Knorpeisem zu erlangen.

2.4.4. Auswertung der histologischen Schnitte

Die Auswertung erfolgte unter lichtmikroskopischgetrachtung der HE gefarbten Schnitte
durch mindestens zwei Betrachter ohne Kenntnis \ensuchsgruppenzugehorigkeit des
Préaparats. Zur Evaluierung des Schweregrades demAlrden vier Kriterien bestimmt, die
nach einem semiquantitativen Score von O bis 3et@ilg wurden (siehe Tab. 1). Dabei
bezeichnet 0 die Abwesenheit des Kriteriums unessen starkst mogliche Auspragung. So
kann eine maximale Punktzahl von 15 erreicht werddie dann mit einer maximal
beobachtbaren Auspragung der AIA korreliert.

Die Auspragung der Entzindung wurde zum einen ahdanVeranderungen der Membrana
synovialis in Form von Mehrschichtigkeit und Syrmtentransformation, sowie anhand des
Entztindungszellinfiltrats und dessen Ausdehnungirbed. Chronische Veranderungen wie
die Gelenkdestruktion wurden durch die Beurteiludgr Knorpelschadigung und der
Pannusbildung in die drei Auspragungsgrade eiflgétiickel et al., 2006).

Als weiterer Parameter zum Zustand des Gelenkkiowmaden die mit Safranin O gefarbten
Schnitte ebenfalls begutachtet (Varisco et al. 0200

Die gegen VEGF immunhistochemisch gefarbten Prégavarden zur weiteren Beurteilung
des Entzundunginfiltrats und des Pannusgewebesdezagen, da davon auszugehen ist,
dass eine vermehrte Angiogenese eine Schlisselinlleder Aufrechterhaltung und

Auspragung des AlA einnimmt.
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(%)

=

uy

Bewertung Synovialmembranverédnderungn
0,5 kubische Transformationen, ein-/ zweischichigydférmig monofokal
1 kubische Transformationen, ein-/ zweischichteydfrmig, multifokal
15 kubische Transformationen, ein-/ zweischichtig, @ed der Membrana synovial
' umfassend
> Kubische Transformationen, mehrschichtig, herdfgrneinzelne Bereiche de
Membrana synovialis umfassend
25 kubische Transformationen, mehrschichtig, mehreeyeiBhe der Membrana
' synovialis umfassend
3 kubische Transformationen, mehrschichtig, Grol3tkl Membrana synoviali
umfassend
Bewertung Zellinfiltration
0,5 herdférmige Infiltrate von Lymphozyten/Plasmibere nur vereinzelt
1 Herdférmige Infiltrate, an mehreren Stellen, be&okt auf eine 1-2
Gelenkregionen
15 Diffuse Infiltrate, beschrankt auf eine 1-2&regionen
2 Herdférmige Infiltrate, ausgedehnt auf >2 Getegionen
2,5 Diffuse Infiltrate, ausgedehnt auf >2 Gel@gionen
3 Ausgepragte, diffuse Aggregation der Entzinduelgz im gesamten Gelenk
Bewertung Knorpelveranderung
vereinzelt veranderte Zellen (tote Zellen, hypgi Zellen, Clusterbildung)
0,5 normale Schichtung (Superfizialzone vorhanden),
oberflachliche Fibrillierung der Superfizialzone
1 vermehrt veranderte Zellen, tiefergehende Fibriling, erste Stérung der
Architektur
1,5 wie bei 1 zusatzlich Einrisse des Knorpelsanaberflachlichen Zone
> Wie bei 1,5 zusatzlich Verlust von Knorpelsubstarl2esquamation der
Superfizialzone, Knorpeldefekte bis in die mittl&@ene
25 Deutliche Destruktion des Knorpels in mehr als 2eGleen bzw. Gelenkbereichan
' (Zellen/Matrix)
3 Extensiver Verlust des Knorpels, freiliegende Krerabberflache, Mikrofrakturen,
Deformierung der Oberflache
Bewertung Pannusbildung
05 Angedeutete Entwicklung von Pannusgewebe an eirewes Stellen, mit EZ-
' Zellen gering infiltriert
1 Deutliche Entwicklung von Pannusgewebe an ein Wisi Stellen, mit EZ-Zeller
deutlich infiltriert
15 Ausgepragte Entwicklung von Pannusgewebe mit Aerlagg auf die
' Knorpeloberflache mit EZ-Zellen deutlich infiltrter
> Oberflachliche Infiltration des Knorpels oder flash Uberwachsen eine
Gelenkflache durch Pannusgewebe
o5 Tiefe Infiltration des Knorpels oder zungenférmigéberwachsen mehrere
' Gelenkflachen durch Pannusgewebe
3 Ausgepragte Destruktion des Gelenks durch Paemedze

-

=

Tabelle 1 zeigt den verwendete Score zur Schwadegnteilung der AlIA (modifiziert nach Hiickel et,&2006)
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2.4.5. Immunhistochemie

Die geeigneten Schnitte wurden mit Xylol und eimeei absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert. Zur vollstandigen Trocknung wurdetie Praparate 2-3 Tage im
Trockenschrank bei 37°C aufbewahrt. Die Negatitialle wurde gekennzeichnet.

Als Puffer zum Spulen der Schnitte wurde eine Lgsauns Trishydroxymethylaminomethan
(TRIS, pH 7,6) und Natriumchlorid (NaCl, 0,85%, @t6) im Verhaltnis 1:9 verwendet.

2.4.5.1. Immunhistochemie mit einem Antikdrper gegaen vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF).

Die Schnitte wurden zur Blockierung der endogenerofdase in 3% Wasserstoffperoxid-
Pufferlosung gesplilt. Anschlie3end wurden die Sthaunachst in Aqua destillata und dann
dreimalig in der Pufferldosung gespult. Die Schniterden dann abgeklopft, waagerecht in
eine feuchte Kammer gegeben und 15 min mit Trypsi® im Warmeschrank inkubiert.

Nach anschlieiendem dreimaligem Spilen in Puffen@svurde das Normalserum (Goat,
Dako Cytomation, Danemark) verdinnt im Verhaltni® Init Puffer auf die Schnitte

pipettiert und bei Raumtemperatur fir 20 min. inkatb Das Normalserum soll durch

Absattigung eine unspezifische Bindung des Erdtargers verhindern. Nach wieder
dreimaligem Spulen mit Puffer wurde der Priméaraimper aufgebracht (VEGF Rabbit anti-
mouse, Polyklonal, AB1876, Chemicon, 1:200). Diggatesrkontrolle wurde in diesem Fall

nur mit Puffer betraufelt. Die Schnitte wurden ierdeuchten Kammer Uber Nacht im
Kuhlschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden diehnitte nach Abklopfen des

Primarantikorpers dreimal in Pufferlésung gespDinn erfolgte die Beschichtung mit dem
Sekundarantikérper (polyklonal goat anti-rabbitptimyliert, E0432, Dako Cytomation,

Déanemark; 1:200) und eine 40- minitige Inkubatiordér feuchten Kammer. Nach einem
weiteren Spulvorgang in Pufferlésung wurden dier@td mit einem Peroxidase-gelabelten
Streptavidin-Biotin Komplex (DAKO A/S) fur 30min.evsetzt. Dieser Arbeitsschritt ist Teil

der Avidin-Biotin-Complex (ABC) Methode. Das enzyrarkierte Streptavidin bindet mit

hoher Affinitdt an den Biotinanteil des Sekundaikarpers. Im folgenden Arbeitschritt

werden die Schnitte mit AEC Substrat betropft, Wwek durch das enzymmarkierte
Streptavidin eine Farbanderung erfahrt und so diee Gichtbar macht, an denen der
Sekundér- und indirekt auch der Prim&rantikdrpéugeen ist.

Nach Auftreten einer sichtbaren Farbung wurden Sténitte dreimal in Aqua destillata

gespult. Die Gegenfarbung der Kerne erfolgte myordiltriertem Hamalaun. Nach einem
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letzten Spulvorgang mit Aqua destillata wurden &ehnitte mit Aquatex (Boehringer)

eingedeckt und so versiegelt.

2.5. Statistische Auswertung

Die Prifung der Messergebnisse auf statistischvaiate Gruppenunterschiede erfolgt mit
dem Wilcoxon-Rangsummentest fir nicht-parametridohéen. Fir die Berechnung wurde
das Programm ,R* in der Version 2.5.1. verwenden E=Wert kleiner als 0,05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der unterschidun Auspragung einer Antigen-induzierten
Arthritis an Mausen bei zwei Versuchsgruppen:

- Wildtyp C57BL/6 (WT)

- MMP-19 Knockout C57BL/6 (MMP-19)

Die Induktion der AIA an Tag O erfolgt bei den Viechsgruppen synchron und nach
einheitlichem Protokoll.

Als Klinischer in vivo Parameter wurde der Gelenktimesser an verschiedenen Tagen der
Studie gemessen. Nach Beendigung der Studie edwigtp-CT Untersuchung der Tibia und
eine histologische Analyse der Kniegelenke.

Die Ergebnisse sind, wenn nicht anders angegeb#alMerte + Standardabweichung.

3.1. Kniegelenksdurchmesser

An Tag 3 nach Arthritisinduktion zeigte sich sowahlder WT- Gruppe (+0.34mm %3.4%)
wie auch in der MMP-19"- Gruppe (+0,29mm +5,7%) eine deutliche Zunahme des
Gelenkdurchmessers des rechten Knies. Das mit RBSnidelte linke Knie beider Gruppen
zeigte ebenfalls an Tag 3 eine leichte ZunahmeG#dsnkdurchmessers (Wildtyp +0,14mm
+ 3,5%; Knockout +0,15mm +5,7%). Dieser Anstied &éiber im Vergleich zu den rechten
Knien von WT und MMP-19" geringer aus. Innerhalb der Versuchsgruppen lief ia
beiden Fallen (re. WT vs. re. MMP-19und li. WT vs. li. MMP-197) kein signifikanter
Unterschied feststellen (p>0,05). Der beschrielfemieg des Gelenkdurchmessers an Tag 3
fiel in allen Fallen nach dem 7. Tag wieder ab ymehdelte sich auf das Niveau des

Ausgangswerts and Tag O ein.

24



Ergebnisse

A B
0,45 - 0.45
04 1 -~ MVP-19 - re. Knie 041 <@~ MVP-19 -/- i Knie
0,35 1 , , 0,35 - L
—0O— Wildtyp re. Knie —0O— Wildtyp li. Knie
0,3 4 0,31
0,25 -
E 021
0,15 -
0,14 , . >
005 | R S Boiot
-0,05 -
Tag 0 3 7 10 14 17 22 24
Tag
c D
0,45 4
0,45 -
04 -
* — - A— - MMP-19 -/- li. Knie 0,4 1 * o Wityp . Knie
0.35 1 — -0~ — MMP-19 -/- re. Knie 035 1 P
031 I 03 —o— Wildtyp re. Knie
\ 3
0251 I 0,25 |
5 | ;o =
£ 0,2 I \\ £ 0,2
0,15 + / { \\ - 0,15 4
e
014 1/ N Y B T 0,1
0,05 - //{/' o /I_'>§"/§\‘§:~—é 0,05
0ld . \t a . . . . , 01
0,05 -0,05 -
0 3 7 10 14 17 22 24
Tag Tag
Abb.7: Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Gelertksellung nach Induktion de
AlA. Die Werte beziehen sich auf den Ausgangswert Tag 0 (Mittelwerte :
Standardabweichung). Gegenubergestellt sind in ¢htes Knie Wildtyp (WT) vs.
rechtes Knie Knockout (k.0.), in B linkes Knie W$.\linkes Knie k.o., in dinkes vs.
rechtes Knie k.o0. und in D linkes Knie vs. rectifeée WT. (*) bezeichnet einen Wert
< 0,05 bezogen auf den Vergleichswert, vergliché&rdem Wilcoxon-Test.

3.2. Histologische Auswertung

3.2.1 Histologisches Scoring

Die histologische Auswertung erfolgte an den HE&d#ten Schnitten. Es wurden die vier
Primarparamter Synovialmembranveranderungen (S.), ellinfltration (),
Knorpelveranderung (K.) und Pannusbildung (P.)sstfaDie ersten beiden Priméarparameter

werden zum Entzindungsscore (EZ) zusammengefasst, letzten beiden zum
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Destruktionsscore (DS). Die Summe aus den Sekuadiimetern wiederum ergibt den
Gesamtarthritisscore (Arth.).

Synovialmembranveranderungen

Die Veranderungen der Synovialmembran sind in éehten arthritischen Knien von WT
(1,42 + 03) und MMP-19" (1,3 + 0,2) nicht signifikant (p > 0,05) untersstiich, aber
unterscheiden sich zu den korrespondierenden likkéen (WT: 0,42 + 0,04; MMP-19 0,4

+ 0,04) signifikant (p < 0,05).

Zellinfiltration

Im Vergleich der rechten Knie des WT (1,5 + 0,3)l gler rechten Knie des MMP-19(1,7 +
0,2) ergibt sich kein signifikanter Unterschied Bezug auf die Zellinfiltration (p>0,05).
Gleiches gilt fur die Gegenuberstellung von link&me WT (0,58 + 0,03) und linkem Knie
MMP-197 (0,4 + 0,04). Die Zellinfiltration ist bei den feen Knien von Wildtyp und MMP-

197 signifikant starker ausgepragt als bei den linkaien (p<0,05)

Knorpelveranderungen

Die Verédnderungen des Knorpels zeigen beim Verglesachtes Knie WT (1,25 £ 0,2) mit
rechtem Knie MMP-19" (0,6 + 0,06) einen signifikanten Unterschied (98, wobei die
Knorpelverdnderungen beim WT doppelt so stark (#40&usgepragt sind wie beim
Knockout. Beim Vergleich von linkem Knie WT (0,08t linkem Knie MMP-197 (0)
zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Bxi @egenlberstellung der rechten mit den
linken Knien von Wildtyp und MMP-19 zeigt sich ein signifikanter Unterschied, wobei di
Knorpelveranderungen in den rechten Knien jewddsker ausgepragt sind. In den linken

Knien finden sich kaum Knorpelveranderungen.

Pannusbildung

Die Auspragung der Pannusbildung zeigt sich inréehten Knien von WT (1,17 + 0,08) und
MMP-19 7 (0.9) signifikant hoher als in den korrespondiel@mlinken Knien von WT (0,16)
und MMP-19" (0). Beim Vergleich der rechten Knie WT vs. reckitée Knockout lasst sich
kein signifikanter Unterschied feststellen, obwdig Pannusbildung beim Wildtyp um 30%
starker ausgepragt ist als beim Knockout. Die Giébperstellung linkes Knie Wildtyp vs.
linkes Knie ergibt keine signifikanten Unterschiedia es kaum zu einer Pannusbildung

gekommen ist.
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Zusammenfassung

In allen rechten Knien von Wildtypen und MMP-19assen sich Zeichen einer arthritischen
Veranderungen nachweisen. Es lasst sich nur fiKd@pelveranderungen eine signifikant
schwachere Auspragung im rechten Knie der Knockddutse im Vergleich zu den rechten
Knien der Wildtypen feststellen. Fur die anderemBrparameter lasst sich nicht feststellen,
dass die MMP-19" eine mildere oder stéarkere Verlaufsform der Atihrim Vergleich zu
den Wildtypen aufweisen. Der Gesamtarthritisscomsivfir die rechten WT- Knie im
Vergleich zu den rechten MMP-T9-Knien keinen signifikanten Unterschied auf. Alen
Sekundarparametern geht hervor, dass in arthrgmsdknien die Entztindung (3 + 0,03)
starker ausgepragt ist als die Destruktion (1,32}. @bwohl die Destruktion in den rechten
Knien der Wildtypen um 50% starker ausgepragtlstraden rechten Knien der Knockout-
Mause ist dieser Unterschied nach Testung mit deilcowbn-Test als nicht signifikant
einzustufen.

Die linken Knie weisen im Allgemeinen nur sehr gge entztindliche Veranderung auf (0,9)
und kaum messbare destruktive Anzeichen (0,1).

Es kann daraus geschlossen werden, dass sichser @&udie eine rechts unilaterale Arthritis

mit einer Inzidenz von 100% entwickelt hat.
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Abb.8 zeigt die aus der histologischen Auswertung gewoan Primarparamete
Gegenubergestellt sind in A li. und re. Knie WildtgWT), in B li. und re. Knockot
(k.0.), in C li. Knie WT vs. li. Knie k.o. und iD re. Knie WT vs. re. Knie k. Es zeig
sich in A und B, dass die Parameter in den recKteean signifikant starker ausgepr:
sind als in den linken Knien. Beim Vergleich dechien und linken Knie untereinanc
findet sich lediglich in Bezug auf die Knorpelved@&mungn ein signifikante
Unterschied (siehe D). In den rechten Knien der Willen sich signifikant mef
Knorpelveranderungen als bei den k.o. (+108%) bgzeichnet einen Wert < 0,05
verglichen mit dem WilcoxofRangsummentest. Die Werte beziehen sich
Mittelwerte + Standardabweichung. (S=Synovialmembranveranderung
I=Zellinfiltration, K = Knorpelveranderung, P=Pargmidung).

28



Ergebnisse

1 @ Wildtyp li. Knie 7 OMMP-19 -/- li. Knie
| @ Widtyp re. Knie O MMP-19 -/- re. Knie *

o o
S o 3
R j&]
) %) .
2 4
1 4
0
EZ DS Arth. EZ DS Arth.
C D
67 oMMP-19 - i Knie 6 1 @ MVP-19 -/- re.Knie
5 @ Wildtyp li. Knie 5 | @ Wildtyp re. Knie
4 4
@ o
88 g3
n n
21 2
1 ! ! 14
04 04
EZ DS Arth. EZ DS Arth.

Abb.9 zeigtdie aus der histologischen Auswertung gewonnenekurlarparamete
Gegenibergestellt sind in A) li. und re. Knie Wilt(WT), in B li. und re. Knockot
(k.0.), in C li. Knie WT vs. li. Knie k.0. und iB re. Knie WT vs. re. Knie k. In A
und B zeigt sich, dass die Parameter in den rediieen jeweils signifikant starke
ausgepragt sind als in den linken Knien. Keine ifilggnten Unterschiede zeigen si
beim Vergleich der jeweils rechten und linken Ku@n WT und ko. (*) bezeichne
einen p-Wert < 0,05, verglichen mit dem WilcoxBangsummentest. Die Wel
beziehen sich auf Mittelwerte =+ Standardabweichun¢EZ=Entziindung
DS=Destruktion, Arth.=Gesamtarthritisscore)
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2,5%

T~

Abb. 10: HE gefarbter Ausschnitéines linken nicht-arthritischen Kniegelenks ei@ildtyp-

Maus. A zeigt den femuro-tibialen, B den femurdeflaren Gelenkanteil. F=EFemur,
KB=Kreuzhander. M=Meniskus. P=Patella. SM=Svnaumihran

Abb. 11: Rechtes HE gefarbtes arthritische Kniegelenk eiNdtyp-Maus. A zeigt den femuro-
patellaren Gelenkanteil, B eine VergréRerung desrdierend wachsenden PannusgeweBas C
zeigt den femuro-tibialen Gelenkanteil mit reichlicEntziindungszellinfiltrat §2), D eine
AusschnittsvergroBerung  einer  KnorpelauffaserundKS).( (F=Femur, KB=Kreuzbande
M=Meniskus, P=Patella, T=Tibi&Z=Entziindungszellinfiltrat{ S=KnorpelschaderRa=Pannus)
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Abb. 12: HE gefarbter Ausschnittines linken nicht-arthritischen Kniegelenks eikaockoutMaus. A
zeigt den femuro-tibialen, B den femypatellaren Gelenkanteil. (CB=Kollateralband, F=Fer
KB=Kreuzhander. M=Meniskus. P=Patella. SM=Svialmembhrar
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Abb. 13: Rechtes HE gefarbtes arthritische Kniegelenk dimerckout-Maus. A zeigt den femuro-
patellaren Gelenkanteil, B eine Vergro3erung degrdierend wachsenden PannusgeweBas C
zeigt den femuro-tibialen Gelenkanteil mit reichliéntziindungszellinfiltrat§2), D die
AusschnitsvergréRerung zeigt eine Knorpeldestraki®). (F=Femur, M=Meniskus, P=Patella,
SM=Synovialmembran, T=Tibi&Z=Entzindungszellinfiltrat{S=KnorpelschaderRa=Pannus)
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3.2.2 Auswertung der Safranin O-Farbung

Mittels der Safranin O gefarbten Praparate ist @glich den Proteoglykangehalt des
Knorpels zu evaluieren. Dabei zeigt sich, dassrelbbten Knie von Wildtyp und Knockout
im Vergleich zu den linken Knien stets eine germeg&arbeintensitdt und somit einen
geringeren Proteoglykangehalt des Knorpels aufweise

100pm 4x 100pm 4x
P
F
P
F
WT re. KO re.
100pm 4x 100pm 4x
F P P
F
WT Ii. KO li.
Abb.14 zeigt Sarfranin-O geféarbte Ausschnitte aus dem fermatellaren Gelenk. Zu erkennen ist die starkere
Entfarbung des Knorpels im rechten Knie von WT kral gegenuber den linken Knien. (F=Femur, P=Pa}ell

3.2.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbungegyen VEGF

VEGEF ist ein wichtiger Faktor der Neoangiogenese. Auswertung der Farbung ergab, dass
in den arthritischen Knien von WT und k.o. die immhistochemische Farbung gegen VEGF
intensiver war, als in den nicht-arthritischen Knies lief3 sich kein Unterschied zwischen
Knockout und Wildtyp herausarbeiten. Auffallig igass sich VEGF zum einen vermehrt im

Pannusgewebe und im Entziindungszellinfiltrat aeféde3, zum anderen aber auch in den
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Chondrozyten der tiefergelegenen Knorpelschichtarhweisbar war. Exemplarisch ist dies
in Abbildung X verdeutlicht.

100pm 4x  40pm 10x
P
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F
A B
100pm 4x  10pm 40x
F
F
C D

Abb.15: A zeigt einen HE gefarbten Ausschnitt aus demritigbhen femuro-patedren Gelenkante
einer Wildtyp-Maus. In B ist ein geg&fEGF immunhistochemisch geféarbter Ausschnitt Zieenen
Die Rotfarbung korrespondiert mit dem Vorhandensen VEGF. Czeigt einen Ausschnitt aus de
femuro-tibialen Gelenk, D zeigt daraus VEGF spiwe Chondrozyten. (F=Femur, P=Pate
EZ=Entzindungszellinflitrat)

3.3. Trabekelstrukturanalyse

Die Analyse der mikrostrukturellen Parameter wufidealle Proben in der periartikularen
Tibia innerhalb eines identischen VOI mit Hilfe desogramms ,Insight* ermittelt (siehe
Methoden). Folgende Parameter wurden untersuchff8Y26], BS/TV [mm™], Tb.N. [mm

Y, Tb.Th. [um] und Tb.Sp. [mm].

Dabei wurden die Vergleichswerte (StandardwertejcldiuMessungen an unbeteiligten
gesunden Wildtyp-Mausen erhoben. Diese Gruppe imréolgenden als Vergleichsgruppe
bezeichnet.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt nach Paramegetrennt.
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BV/TV (Knochenvolumenanteil) [%0]

Der Anteil des trabekularen Knochenvolumens (BV) @&@wsamtgewebevolumen (TV)
bezeichnet den Knochenvolumenanteil (BV/TV). Ddatiee Knochenvolumenanteil betragt
bei den gesunden Vergleichstieren im Mittel 15%. iS8wohl bei den Wildtypmausen wie
auch bei den MMP-19- Mausen findet sich auf der arthritischen rect8eite sowie auf der
nicht-arthritischen linken Seite eine signifikarEeniedrigung des Knochenvolumenanteils
(p< 0,05). Der Knochenvolumenanteil sank dabeids#i Wildtypen links auf 3% + 1 und
rechts auf 5% + 1. Bei den MMP-1%ank BV/TV links auf 6% + 1 und rechts auf 5% =+ 2.
Beim Vergleich der Wildtypen und Knockout-Tiere &bgn sich weder interindividuell noch

gruppenibergreifend signifikante Unterschiede.

BS/BV [mmi‘]
Um die spezifische Trabekeldichte (BS/BV) zu edmaltwird die Trabekeloberflache (BS) in

Relation zum Trabekelvolumen (BV) betrachtet.

Der Wert fiir die gesunde Vergleichsgruppe liegtd®b4 mnT + 7,4. Auf der arthritischen
rechten Seite von WT (62.33 rint 5,1) und MMP-19" (64,24mm" + 5,4) zeigt sich mit
einer Steigerung von 14% (WT) bzw. 15@dMP-19 ) ein signifikanter Anstieg der
spezifischen Trabekeloberflache (p<0,05). Diegliwnfalls fir die linke Seite der Wildtypen
mit einem Anstieg von 21% (67,51 riim 5,9) zutreffend.

Auf der linken Seite der Knockout- Mause stieg B®&/Bwvar um 7% (59,44mih = 7,4),
jedoch ist dieser Anstieg nicht als signifikantwarten (p>0,05). Allerdings ist BS/BV auf
der linken Seite der Knockout-Mause signifikantdniger als bei den Wildtypen (p<0,05).

Tb.N. [mni?]

Die Trabekelanzahl (Th.N.) gibt an, wie viele Tradlennerhalb des untersuchten Volumens
nachzuweisen sind. Der Durchschnittswert fir diesugee Vergleichsgruppe liegt bei
4,1mm' + 1.

Bei allen Versuchstieren lasst sich beidseits péaadar eine sehr starke Verminderung der
Trabekelanzahl feststellen. Bei den Wildtypen tmgtsie links -72% (1,13mth+ 0,33) und
rechts -64% (1,47mih+ 0,35) in Bezug auf den Wert der Vergleichsgruppe

Bei den MMP-19"- Mausen war die Trabekelanzahl links um 60% (1,6mm0.37) und
rechts um 68% (1,3mim+ 0,58) signifikant reduziert.
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Kein signifikanter Unterschied kann beim Vergleicbon Wildtyp und Knockout
interindividuell bzw. miteinander herausgearbeitetden.

Tb.Th [um]
Tb.Th (,Trabecular Thickness*) bezeichnet die dsatinittliche Trabekeldicke innerhalb des

Messbereiches. Der Mittelwert fur die gesunde \&ahisgruppe betragt 37um = 5.

Auf der arthritischen Seite von Wildtypen und Knouks sowie auf der linken Seite des
Wildtyps liel3 sich eine signifikante Verminderungy drabekeldicke feststellen.

Ausgehend vom Mittelwert der Vergleichsgruppe litdie Reduktion fur die linke Seite des
Wildtyps -19% (30um = 2), fur die rechte Seite @e#dtyps -14% (32um = 2) und fur die
rechte Seite des Knockouts -17% (31um + 2). Dieelinicht-arthritische Seite des Knockouts
zeigt zwar einen Abfall der Trabekeldicke, diessr jedoch mit -8% (34um £ 5) nicht
signifikant. Zudem l&asst sich im Vergleich mit dechten Seite des Knockouts feststellen,
dass die Trabekeldicke links signifikant wenigetuaert ist als rechts (p<0,05).

Tb.Sp [mm]
Th.Sp. (,Trabecular Seperation®) beschreibt denclschnittichen Abstand der Trabekel

zueinander. Fur die gesunde Vergleichsgruppe Tiedgdp. bei 0,25mm = 0,08.

Fur alle MMP-197- und Wildtyp-Mause lasst sich eine sehr starkegki®erung des
Trabekelabstandes festhalten. Fiur die Wildtypeyt lies links bei +304% (0,97mm £ 0,03)
und rechts bei +192% (0,70 + 0,08). Bei den MMPX19Mausen vergroBert sich Th.Sp. im
Vergleich mit den gesunden Mausen links zu 250%4(&, 0,16) und rechts zu 263% (0,87 +
0,11). Innerhalb der Gruppen sowie beim interirdirgllen Vergleich ergeben sich keine

signifikanten Unterschiede.
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4. Diskussion

Knockout-Studien haben in der Forschung einen lzksen Stellenwert. Zum einen eignen
sie sich in der Grundlagenforschung dazu, die Beeegueinzelner Proteine z.B. fur die
Auspragung einer Erkrankung herauszufiltern. Zumeaen kdnnen Knockout-Studien auch
neue therapeutische Anséatze liefern. Denn zeidt Biceiner Studie ein herausragender
Vorteil der Knockout-Spezies, kann dies ein Anrgm, zielgerichtete Proteininhibitoren zu
entwickeln. Fur die RA gilt, dass ihre Pathogenesiggehend ungeklart ist. Bekannt ist aber,
dass insbesondere bei der Gelenkzerstorung ein eldhgewicht  von
Matrixmetalloproteinasen untereinander und ihretuiniahen Inhibitoren eine Rolle spielt.
Ebenso setzen die verfiigbaren Therapien vielmebeidan, Schmerz und Entziindung zu
reduzieren, als die eigentlichen Ursachen der ®edstdorung zu beseitigen. Es gibt
Medikamente wie Immunmodulatoren und Kortikosteepiddie die Gelenkdestruktion
verlangsamen konnen. Allerdings wirken diese wedkguat noch spezifisch genug, um die
Gelenkzerstorung zu verhindern. Nicht zuletzt degmestehen MMP-Knockout Studien und
experimentelle Versuche mit MMP-Inhibitoren immeretm im Mittelpunkt der
Arthritisforschung. Seit 1970 wurden ca. 30 Artisspezifische MMP-Inhibitoren entwickelt,
von denen es allerdings keiner bis zur Zulassursghgdft hat (Peterson, 2006). Haufiges
Problem ist das Auftreten von schwerwiegenden Nebkongen wie dem
muskuloskeletalen Syndrom (MSS), welches sich m@le@kschmerzen und -steifheit,
Odemen und einer Einschrankung der Mobilitat préeen Alles Nebenwirkungen, die bei
Patienten mit einer arthritischen Grunderkrankuietrtolerierbar sind.

Auch bei bisher durchgefiihrten MMP-Knockout-Studieeigten sich teils unerwartete
Ergebnisse. Manche Knockout-Tiere entwickelten reieigenen gravierenden Phanotyp wie
bei MMP-14 (Membrantyp 1-MMP) Knockout-Mausen (Hdleck et at.,, 1999) mit
Zwergenwuchs, Osteopenie und Dysmorphien. In &gdie von Itoh et al. mit MMP-2 und
MMP-9 Knockout-Mausen zeigte sich ein scheinbarenggriichliches Ergebnis. Bei den
MMP-9 Knockouts verlief wie erwartet die Arthritrailder als bei den Wildtypen, bei den
MMP-2 Knockouts hingegen zeigte sich eine starl&uwspragung der Arthritis. Es wurde
diskutiert, dass MMP-2 eine Arthritis dadurch alaterle, dass sie auch nicht-matrix Substrate
wie z.B. inflammatorische Zytokine spaltet. Die®ispiel zeigt, wie wichtig jede weitere
Erkenntnis Uber die Struktur, Regulation und Fumktieinzelner MMPs ist, um neue
Strategien gegen die chronische Gelenkdestrukeoi\dhritis zu entwickeln.
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Im Folgenden sollen die Ergebnisse der vorliegendebeit vor diesem Hintergrund
diskutiert werden, um herauszustellen, welche Beoey MMP-19 fur die einzelnen
Komponenten der AIA hat.

4.1 Kniegelenksdurchmesser

Die rechten arthritischen Knie der MMP-19und Wildtyp-Mause wiesen an Tag 3 einen
signifikanten Anstieg des Gelenkdurchmessers aigfsdOSchwellung reprasentiert die akut
exsudativ-proliferative Phase der AIA. Das intrikatir injizierte mBSA bildet
Immunkomplexe mit den vorher gebildeten spezifischéBSA-Antikorpern (Cooke et al.,
1983). Uber eine Aktivierung des Komplementsystekoenmt es zu einer erhohten
Zytokinausschittung (Dorner et al., 2004). Insbdsoa die Typ-A Synoviozyten sezernieren
grolRe Mengen an Interleukin-1 und TNF(Renz-Polster et al., 2004). Die genannten
Zytokine und weitere Mediatoren wie Histamin unduketriene fuhren zur Vasodilatation
und zur Erhéhung der Kapillarpermeabilitat. Das dext Austritt von serdser Flussigkeit und
somit den Gelenkerguss zur Folge. Aber auch digegurégte Infiltration des Gelenks mit
Entziindungszellen wie Leukozyten und Granulozytél wurch die erhéhte Permeabilitat
getriggert (Bocker et al., 2004)

Die dezentere Schwellung der linken Knie von MMPZ1und Wildtyp-Mausen kann zum
einen mit einer lokalen Reaktion auf die TBS-Injekterklart werden. Zum anderen kénnte
aber auch eine systemische Wirkung der mBSA-Reakirsachlich sein. Letzteres scheint
unter Berucksichtigung der geringern histologiscAdhritisauspragung in diesen Knien aber
unwahrscheinlicher.

Die Ruckbildung der Schwellung bis zum Tag 7 lassh durch den Rickgang der akuten
Entzindung und den Ubergang Zu sekundar chronischd®Prozessen
(Lymphozyteneinwanderung, Pannusbildung) erklaren.

Die Gelenkschwellung eignet sich fir das Monitordey akuten Entziindung. Der uniforme
Verlauf der Gelenkschwellung der arthritischen Knis MMP-19"- und Wildtyp-Mausen
deutet darauf hin, dass in der akuten Phase derdidABedeutung von MMP-19 als eher
gering einzustufen ist. Es ist anzunehmen, dagdsuétédsen Faktoren, wie z.B. MMP-19 erst
In einer spateren Phase der RA Bedeutung zukommatv&mutete Funktion von MMP-19
als Autoantigen in der humanen rheumatoiden Arghwiird in diesem murinen Modell durch
den Einsatz von mBSA als Fremdantigen abgeltsteDefit es schwer seine Bedeutung zu

beurteilen. Der Nachweis von MMP-19 als Angiogefedder in akut entziindetem
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Synovium (Kolb et al., 1999), scheint im verwendetaurinen Modell keinen Einfluss auf

die initiale Auspragung der Gelenkschwellung zudmab

4.2. Histologie
Die histologische Betrachtung der Kniegelenke ustfaseben der Auswertung von
Entziindungs- und Destruktionsparametern auch dauBtron von Safranin-O Farbungen

und immunhistochemisch aufgearbeiteten Schnitten.

Vorweg lasst sich sagen, dass die nicht immuneielinken Knie der Versuchstiere kaum
Destruktionszeichen und nur leichte entziindlicheixiderungen zeigen. Diese kénnten zum
einen durch eine lokale Reaktion auf die intraattike Injektion des TBS Puffers entstanden
sein. Oder im Sinne einer bilateralen Wirkung deBS# zu erklaren sein. Selbst bei
einseitiger lokaler Injektion des mBSA als Fremdgen in das rechte Kniegelenk ist nicht
auszuschlie3en, dass es Uber den Blutkreislauf aufctiie Gegenseite wirkt. Allerdings sind
die Entzundungszeichen mit dezenter Zellinfiltrati@uch nur bei wenigen Tieren
nachweisbar, so dass es nicht gerechtfertigt sciiemeiner bilateralen Arthritis auszugehen.
So bleibt es schwierig die beobachteten Verandemminzuordnen, da es unwahrscheinlich
scheint, dass sich eine Reaktion auf einen lokBkeim Uber den ganzen Studienzeitraum von

3 Wochen aufrechterhélt.

Das Ausmald der Zellinfiltration in das Gelenk urid dynoviale Hyperplasie wurden als
Entzindungsscore zusammengefasst. In dieser Admdt sich beim Vergleich der
arthritischen rechten Knie kein signifikanter Ustghied zwischen Wildtypen und Knockout-
Tieren. Die Entzindung kam in den arthritischenhtexc Knien jeweils gleich stark zur
Auspragung unabhangig davon, ob es sich um ein ku€Tier handelt oder nicht. Die
Transformation der Synovialmembran liel3 sich besmndhaufig im retropatellaren Bereich
und im Bereich der Menisken nachweisen. Besondetdlich zeigte sich die massive
Zellinfiltration der sonst zellarmen Membrana syiadis.

Die synoviale Hyperplasie als Ausdruck der akuteynoSitis ist durch vermehrte
Proliferation und eine gestdrte Apoptose der Syowoxten bedingt. Vermittelt wird dieser
Prozess wie auch die Einwanderung von Zellen in@genk durch verschiedene Zytokine.
Zu diesen Zytokinen gehdren TNE-IL-1 und IL-17. Eine Studie von Zwerina et al.020
mit IL-1 und TNF- Antagonisten bei Mausen mit einer Arthritis untétz deren Bedeutung

fur die synoviale Entzindungsreaktion. So kann hiudie Kombination eines TNF-

39



Diskussion

Inhibitors mit einem IL-1-Rezeptorantagonisten Bigwicklung der synovialen Entziindung
um 91% reduziert werden. Eine Arbeit von Irmleakt2007 erbrachte, dass insbesondere IL-
17 in der akuten Phase der AIA das Ausmal} derndiéifation und Synovitis bestimmt. Die
zitierten Arbeiten legen nahe, dass MMPs als Msgpaktende Enzyme eine eher
untergeordnete Rolle in Bezug auf die Auspragund=aéziindung spielen. Allerdings ist von
immer mehr MMPs bekannt, dass sie durch die Spaam nicht-Matrixkomponenten wie
z.B. IL-1 durchaus Entzundunsvorgange beeinfludgsamen. Dies wurde auch bei einer
Studie von Itoh et al. 2002 an MMP-2 Knockout-M&usdeutlich, bei denen die
Zellinfiltration durchschnittlich starker ausgepragiar als bei den Wildtypen. Unter
Berucksichtigung der Ergebnisse der vorliegenddmeidasst sich sagen, dass MMP-19 die
Entztindung wohl nicht beeinflusst, was daran liekggmte, dass entweder der Mangel durch
andere MMPs und Zytokine kompensiert wird oder dadMP-19 hauptsachlich
Matrixkomponenten aufspaltet und nicht durch andeteteraktionen in die

Entziindungskaskade eingreift.

Bei der Evaluation der Destruktion wurden die Kradvpranderungen und die Bildung von
Pannusgewebe berlcksichtigt. Diese sollen zusammieden Ergebnissen der Safranin-O
und den immunhistochemischen Farbungen charaledngerden.

Bei der Mehrzahl der arthritischen rechten Knie widtypen und Knockouts fand sich
Pannusartig strukturiertes Gewebe, welches mit (Ewhzngszellen infiltriert war. Jedoch
waren diese Formationen bei den beiden VersuchggrugleichméRig vorhanden, was
wiederum auf eine untergeordnete Bedeutung von MBIPbei der Ausbildung von
Pannusgewebe hinweisen kdnnte.

Im Verlauf der Arthritis kommt es zur Transformatider Synoviozyten zu Pannusgewebe.
Pannus wachst lokal invasiv, einem Tumor &hnlichdes Gelenk vor und arodiert
Gelenkknorpel, Knochen, Sehnen und Bander. Dieaastormation wird von einer Vielzahl
von Mediatoren vermittelt, wozu Cytokine, Wachstéakerten, Adhasionsmolekiile und
auch MMPs gehoren. Wang et al. konnten 2004 zeidgss eine Uberexpression von MMP-
12 zu einer Exazerbation der Arthritis u.a. mit rlbhieRender Pannusformation fihrte. Im
Gegensatz zu MMP-19 ist MMP-12 in der Lage einelAdlel anderer MMPs zu aktivieren
und kann so weitere Kaskaden in Gang setzen, dieM@manschreiten der Entzindung
triggern (Stracke, 2000a). MMP-12 wird hauptsa¢hion Makrophagen exprimiert und ist
somit spezifischer als MMP-19, welche ein sehr anakteristisches Expressionsmuster

aufweist. Das bedeutet bei einer UberexpressionMiiiP-12 auch einen schnelleren Abbau
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der umgebenden Matrix durch Makrophagen und sonidiglicherweise ein schnelleres
Voranschreiten der Pannusformation.

Eine weitere wichtige Voraussetzung fir die Entstghvon Pannusgewebe ist die gesteigerte
Vaskularisation der Membrana synovialis, um demdkrtn Bedarf an Sauerstoff und
Nahrstoffen gerecht zu werden. Der potenteste Fakider diesen Prozess unterhalt, ist
VEGF. Da VEGF auch eine erhdhte Permabilitat defae mit sich bringt, tragt es zur
Entstehung der Gelenkschwellung bei (Malemud, 20Di® immunhistochemische Farbung
gegen VEGF erbrachte, dass VEGF wie erwartet vemtmiem Pannusgewebe und im
Entziindungszellinfiltrat sowie teilweise in Chonzyten nachweisbar war. Die Expression
von VEGF war in den arthritischen Knien von Wildtynd Knockout gleichmaRig stark
ausgepragt. Obwohl MMP-19 in den Endothelzellen ¥apillaren in akut entziindetem
Synovium nachgewiesen wurde (Kolb et al., 1999) sanhit durchaus auf die Ausbildung
der Pannusformationen Einfluss nehmen konnte, stiusr Effekt in dieser Arbeit von
geringerer Bedeutung. Auch scheint MMP-19 die Esgign von VEGF nicht zu
beeinflussen. Dies stimmt mit den gewonnen Erkessém aus der Beurteilung der

Kniegelenksschwellung Gberein.

Bei der Auswertung der Knorpelveranderungen zesgth zum ersten Mal ein Unterschied
zwischen den arthritischen Knien von Knockout undldWp. Bericksichtigt wurden
Arthritis-typische  Knorpelschaden wie  Chondrozytgmdrplasie, Stérungen  der
Knorpelarchitektur und der Integritat wie z.B. kign. So zeigte sich, dass diese
Knorpeldefekte bei den Wildtypen doppelt so hawfigkommen wie bei den MMP-19-
Mausen. In den Safranin O gefarbten Schnitten dieR allerdings nicht zwischen Wildtyp
und Knockout differenzieren. Jedoch war auch harRroteoglykangehalt im Vergleich zu
den linken nicht-arthritischen Knien deutlich venahért.

Die Proteoglykane des Gelenkknorpels sind tberwigég®m Typ des Aggrecan, welches fir
die elastischen und Krafttragenden Eigenschafterkaeb@rpels verantwortlich ist. Der Abbau
von Aggrecan kann enzymatisch an zwei Angriffsteggfolgen, wobei jeweils spezifische
Epitope abgespalten werden. Nach Spaltung durchrekggasen ensteht das Neoepitop
NITEGE. Wird Aggrecan durch Matrixmetalloproteinasa.a. auch MMP-19 gespalten,
entsteht das Neoepitp VDIPEN (Stracke et al., 2D0@&P-19 wird ein nicht unbedeutender
Anteil an der Aggrecanspaltung zugesprochen, dauesaktivierend ist und keiner weiteren
Aktivierung bedarf (Stracke et al., 2000b). Dieklat den Proteoglykanabbau in den
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Wildtyp-Mausen. Warum aber zeigen sich dann auchdem arthritischen Knien der
Knockout-Mause Proteoglykanverluste?

Studien von van Meurs konnten zeigen, dass digibusion der genannten Neoepitope im
Zusammenhang mit dem Stadium der AlA steht (vanrslet al., 1999). Das Aggrecanase
Spaltprodukt NITEGE ist verstarkt in der akuten $¢thdes Proteoglykanabbaus nachweisbar,
wahrend das von MMPs produzierte VDIPEN in dies¢adf@m noch nicht nachweisbar ist.
VDIPEN wurde bei der AlA erst im weiteren Verlauh iZusammenhang mit irreversiblen
Knorpelschaden belegt.

Mit einer Safranin O Farbung lasst sich der Prdtd@mverlust nur unspezifisch anfarben. Es
ist nicht moglich zu differenzieren, welche enzyisdie Reaktion dem zugrunde liegt. In
beiden arthritischen Knien wurde ein Proteoglykalwat offensichtlich, welcher aber bei den
Wildtyp-Mausen in ausgepragteren Knorpelschéadeultrege als bei den Knockout-Tieren.
Ursachlich dafur kénnte eine Zunahme des Aggredazmab durch MMP-19 im spéateren
Stadium der AIA sein. Zudem scheint es, dass diEffekt bei den Knockout-Tieren nicht
durch andere MMPs kompensierst wird. Denn ansonsteen die Knorpelschaden bei den
Knockouts genauso stark ausgepragt wie bei dentyjgdth. Diese Aussage koénnte durch
eine genauere Untersuchung der Distribution dereNigope von Aggrecan im Verlauf der
AlA gestutzt werden.

Bisher gibt es nur wenige Angaben Uber eine Intemakvon MMP-19 mit anderen MMPs
und einer mdglichen Rolle bei deren Aktivierung. dgibt lediglich Hinweise darauf, dass
MMP-19 an der Aktivierung von MMP-9 mitwirkt, wobdie abschlie3ende Aktivierung aber
durch ein anderes Enzym vorgenommen werden musskStet al., 2000a). Sollte MMP-19
allerdings zur Aktivierung von MMP-9 beitragen, ke dies eine weitere Erklarung fur eine
starkere Auspragung der Knorpelschaden in den Wit sein. Aus Versuchen mit MMP-9
Knockout-Méause ist bekannt, dass sich dort in deoedkouts eine mildere Form der AIA
ausbildet (Itoh et al., 2002). Eine ausbleibendali®ierung von MMP-9 durch MMP-19 in
den Knockout-Mausen konnte also auch ein Grunddiérerhobenen Beobachtungen sein.
Allerdings bedarf dieses noch weiterer Erkenntnigiser die Interaktion von MMP-19 mit
anderen Matrixmetalloproteinasen.

Weiterhin ist MMP-19 in der Lage COMP zu spalteris &xtrazellulares Protein bindet
COMP Kollagen 1, Il, und IX sowie Fibronektin, Maisine und Aggrecan und ist somit
wesentlich fur die Aufrechterhaltung der Knorpedptitat. Allein Gber diesen Mechanismus
ist es denkbar, dass eine vermehrte COMP-SpalturchdMP-19 die Knorpeldestruktion
vorantreibt. Doch auch ein anderer Aspekt konntaudzeitragen. 2007 fuhrten Gagarina et
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al. eine Studie zur Funktion von COMP durch. Diesggte, dass COMP in humanen
Chondrozyten einen antiapoptotischen Effekt hagsBi Effekt wird Uber eine Blockade des
Apoptoseproteins Caspase 3 und die Hochregulation Rroteinen der IAP-Familie
(Inhibitoren der Adoptose Roteine) vermittelt. So kdnnte die vermehrte Spajtuon COMP
im Rahmen einer Arthritis und die damit verbundédeschwachung des antiapoptotischen
Effekts sich negativ auf das Uberleben der Chondemzauswirken. Zudem gibt es Hinweise
darauf, dass die mRNA von MMP-19 mit proliferierend Chondrozyten wahrend der
embryonalen Entwicklung des muskuloskeletalen Sgtassoziiert ist (Stracke et al., 2000b).
Die vermehrte Proliferation ist wiederum ein Kenohen der Knorpeldestruktion im Verlauf
der rheumatoiden Arthritis.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass MMP-19muclitber die direkte Destruktion von
Bestandteilen der Knorpelmatrix und eine Storungkdeorpelintegritat den Verlauf der AIA
negativ beeinflusst. Sondern auch tber eine intirékechselwirkung mit den Chondrozyten
und deren Manipulation, was einerseits zu derenekplpsie und andererseits zu einer
verkurzten Lebensdauer fuhrt, konnte MMP-19 diecBletiestruktion vorantreiben.

In Bezug auf den Proteoglykanverlust gibt es aheli€rkenntnisse aus einer Arbeit von
Mudgett et al. 1998 mit MMP-3 Knockout-Mausen amispel der Kollagen-induzierten
Arthritis. Diesbezuglich lief3 sich wie in dieserb&it kein Unterschied zwischen Knockout
und Wildtypen herausarbeiten. Allerdings gilt diessichtlich MMP-3 im Gegensatz zu
MMP-19 auch fur das Ausmald der weiteren Knorpeldichéngen. Stracke et al. konnten
zeigen, dass MMP-19 und MMP-3 zwar eine teils gessne Substatspezifitdt aufweisen,
dass aber MMP-19 einen Grol3teil dieser SubstragezvB. Fibronektin mit einer héheren
Effektivitat spaltet. Zudem liegt MMP-3 in groRenehben als latentes Zymogen vor,
wahrend MMP-19 autoaktiv ist. Dies konnte erklaremrum sich im Gegensatz zu den
MMP-3  Knockout-Mausen in dieser Arbeit ein Unteigch hinsichtlich der

Knorpelschadigung aufzeigen lasst.

4.3. Micro-CT

Neben der chronisch fortschreitenden Gelenkdestruktdurch Knorpelabbau und

entziindliche Prozesse, kommt es im Verlauf einghrAis auch zu Verdnderungen der
Knochenstruktur. Diese konnen sich durch einzelmesiBnen oder aber durch eine
periartikulare Abnahme des Knochenvolumes bzw. geeeralisierte Osteoporose zeigen.
Insbesondere der periartikulare Verlust von Knoamesse ist fur die die AIA beschrieben

(Oelzner et al., 1999). Der zugrunde liegende Meigmaus ist jeweils Osteoklasten
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vermittelt. Daran beteiligt sind die gleichen pftammatorischen Enzyme wie z.B. IL-1 und
TNF- , die auch die Entzindung der Synovialmembran iredez und T-Zellen aktivieren.
Uber diese Kaskade kommt es von T-Zellen und Ty@yRoviozyten zur Expression von
RANKL (engl. Receptor Activator of NFB Ligand), einem Liganden, der die Osteoklasten-
abhangige Knochenresorption stimuliert (Kim et aD07). Es ist vorstellbar, dass MMPs
insbesondere MMP-19 in diese Kaskade regulieremgreift. Zum einen degradieren MMPs
als Effektormolekile des Osteoblasten das nichemairsierte Osteoid (Catteral et al., 2003).
Dadurch erst wird der Knochen fur die Osteoklasaegreifbar. Aber besonders in neuen
Studien wird deutlich, dass MMPs zu viel mehr im Hage sind, als nur zur Spaltung von
Komponenten der EZM. Viele Substrate finden sidkeahalb der EZM, wozu Zytokine (z.B.
IL-1), Wachstumsfaktoren, Apoptosemediatoren und hasibnsmolekile gehdren
(McCawley et al., 2001). Es wird deutlich, dass MiMkelfaltige Mdglichkeiten haben in die
Zell-Zell Kommunikation und das Zellverhalten eigereifen (Cauwe et al., 2007). Dies
wiederum konnte also auch den Prozess des peuidirgha Knochenverlusts beeinflussen.
Gerade Uber MMP-19 ist in Bezug auf die Spaltung rizht-Matrix Substraten noch wenig
bekannt. Auch gibt es kaum Hinweise darauf, welBleeleutung MMP-19 im Auf- und
Umbau von Knochen zukommit.

Die mittels micro-CT durchgefiihrte Trabekelstrulialyse ermdoglicht es, die
periartikularen Veranderungen des Knochens zu édemt Wie erwartet erbrachten diese
Analysen fur die arthritischen Knie der Versuchstieine periartikulare Verminderung des
Knochenvolumens éhnlich einer gelenknahen Ostegpoidie gemessenen Parameter zeigen
eine daflr typische Konstellation. Dazu z&ahlt dienAhme der Trabekelanzahl und -dicke,
die Zunahme des Abstandes der Trabekel zueinandérdie Abnahme des relativen
Knochenvolumens. Die Auspragung der osteoporotis&feranderungen war zumindest auf
der rechten arthritischen Seite nicht unterschibdim Vergleich Wildtyp und Knockout.
Dies impliziert, dass die direkten Auswirkungen d&elenkentziindung einen madglichen
Effekt von MMP-19 kompensieren. So scheint MMP-1ght in der Lage zu sein
proinflammatorische Zytokine in einem Ausmal} zultepa dass es die osteoporotischen
Entwicklung verlangsamen oder reduzieren kénntesieckt sich mit den Ergebnissen aus
der histologischen Auswertung der Entziindungspaerme

Bei der weiteren Analyse der micro-CT Daten ergah gin Gberraschendes Ergebnis. Es
stellte sich heraus, dass die Abnahme des Knocheneas der Tibia nicht nur auf der
arthritischen Seite auftritt, sondern auch aufldgher unauffalligen linken Seite von Wildtyp

und Knockout zu belegen ist. Dies scheint doch wédalich, da diese Knie histologisch
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keine Anzeichen einer Gelenkentziindung aufweisssioch sind auch hier die Parameter der
Trabekelstrukturanalyse in gleicher Weise veradndeie bei den arthritischen Knien.
Ahnliche bisher unveroffentlichte Beobachtungen oeur von Chotzidis et al. bei der
Beurteilung der Trabekelstruktur von Ratten miteeiAlA gemacht. Auch dort zeigte sich in
der Tibia eine bilaterale Abnahme des Knochenvohsn&Vie ist dieser bilaterale Effekt zu
erklaren? RANKL, das Schlisselmolekil in der Induktder Osteoklastogenese wird unter
physiologischen Bedingungen zellstandig u.a. awlellen und Synoviozyten exprimiert.
Unter entziindlichen Bedingungen kommt es aber hspAltung des Liganden durch Matrix-
Metalloproteinasen (Green, 2001). Diese loslichenFdes Liganden kann somit auf der
kontralateral zur Entzindung gelegenen Seite, df@skade auslosen, die fir die
Osteoporose-ahnlichen Veranderungen verantwortieth Da der Ligand von Matrix-
Metalloproteinasen abgespalten wird, besteht hier weiterer Angriffpunkt fur die
Regulation des Knochenabbaus durch MMPs. Und talishczeigt sich in dieser Arbeit das
die Osteoporose-ahnlichen Entwicklungen in zweiaReatern bei den linken Knien des
Knockouts geringer ausgepragt sind, als bei derdtyyien. Dies betrifft die Trabekeldicke
und den Parameter BS/BV der bei porésem also astegchen Knochen ansteigt. Die
anderen Parameter Trabekelabstand, relativer Knoohemenanteil und Trabekelanzahl
sind davon nicht betroffen. Da die beschriebenetetdnhiede jeweils signifikant sind, ist es
moglich, dass MMP-19 bei der Uberfiihrung von RAN#&n seiner zellstandigen in seine
l6sliche Form von Bedeutung ist und somit die Aédgpng der generalisierten Osteoporose

beeinflussen kdonnte.
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MMP-19 | - __
V' N T N
Direkte Indirekte -
Mechanismen Mechanismen Uberfiihrung von
/ \ / \ RANKL in [6sliche
Form
Aggrecanase- | COMP-Spaltung | Koaktivierung anderer !
Spaltung im MMPs z.B. MMP-9 v
spatg;?la[adlum ¢ Systemische
Osteoklastenaktivierung
Aufhebung des
antiapoptotisch- '
en Effekts auf \4
Chondrozyten ABNAHME
¢ KNOCHEN-
VOLUMEN
KNORPELDESTRUKTION
Abb. 17 zeigt zusammenfassend mégliche Mechanismen wi®{4/Mauf den Knorpel und Knochen (gt
hinterlegt) wirken kénnte. Zum einen fihren direkte und e@ldé Mechanismen zu einer Destruktion des
Knorpels. Zum anderen kénnte die Wandlung von RANKE daftreten osteoporotischer \&derungel
Uber das arthritische Gelenk hinaus erklaren. (AlA=Antigeluzierte Arthritis, COMP=Cartilag
Oligomeric Matrix Protein, RANKL=Receptor Activator of NIB Ligand, MMP=Matrixmetalloproteinase)

Abschliel3end lassen sich die Ergebnisse der Digkugse folgt zusammenfassen:

MMP-19 hat keinen messbaren Einfluss auf die Augprg der initial durch

proinflammatorische Zytokine oder VEGF gesteuertealenkveranderungen.
Dazu zahlen die Gelenkschwellung, die Zellinfiimat die Entzindung der
Membrana synovialis und die Ausbildung von Pannwepe. Dies legt nahe, dass
MMP-19 an der Spaltung von proinflammatorischenoKyten moglicherweise

gar nicht oder nur marginal beteiligt ist.

Die in einer Studie von Kolb et al. beobachtete iegpion von MMP-19 in akut
entziindetem Synovium hat in diesem murinen Modeihdn Einfluss auf den

Verlauf der AlA.

MMP-19 hat mdglicherweise einen die Knorpeldestarkifordernden Einfluss.

Dies konnte Uber eine potente Aggrecanspaltungemsgateren Phase der AIA
vermittelt sein. Auch die Degradation von COMP utié damit verbundene

maogliche Abschwachung des antiapoptotischen Effekis Chondrozyten kann

dazu beitragen.
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- MMP-19 scheint einen Einfluss auf die Auspragung deneralisierten Abbaus
von Knochensubstanz zu haben. Ein denkbarer Mesmasi ware eine verstéarkte

Uberfilhrung des Osteoklastogenese Faktors RANKL sainer zellstandigen in
die l6sliche Form.

Es bleibt darauf hinzuweisen, dass MMP-19 zu darers MMPs gehort und somit erst
selten Gegenstand der wissenschaftlichen Forsclwarg Trotzdem sind die Ergebnisse
dieser Arbeit vielversprechend, zeigen sie dochs ddMP-19 Uber viele mogliche Wege die
Schwere der AIA beeinflussen kann. Doch erfordee aich in vielen Aspekten eine
vertiefende Erforschung, um die Mechanismen aufzkele und eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu erreichen. Erst dann ist es modhahallelen zwischen diesem Tiermodell und

der Arthritis des Menschen zu ziehen und eventudlleveise auf einen therapeutischen
Ansatz erlangen.
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5. Zusammenfassung

Fur die rheumatoide Arthritis ist bekannt, dass eidngleichgewicht von
Matrixmetalloproteinasen untereinander und ihrentiniahen Inhibitoren bei der
pathognomonischen Zerstérung der Gelenke eine nicktrhebliche Rolle spielt. Diese
Endopeptidasen sind in der Lage ein breites Spektextrazellularer Matrix wie z.B.
Knorpelbestandteile zu spalten. Die derzeit zurfidprng stehenden Pharmazeutika dienen
vielmehr dazu Entzindung und Schmerz zu linden bmve Gelenkdestruktion zu
verlangsamen, als dazu sie nachhaltig zum Stitistan bringen. Ein moglicher Ansatz ist
somit die Inhibition einzelner Matrixmetalloprotasen, was allerdings Erkenntnisse Uber
deren genaue Funktion voraussetzt.

Bei der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht siezifische Rolle von MMP-19 bei der
Auspragung einer Antigen-induzierten Arthritis hesauarbeiten. Dieses Tiermodell weif3t
groRe Ahnlichkeit zum Verlauf der humanen rheunuioiArthritis auf. Die Arthritis wird
einseitig in einem Kniegelenk induziert. Es wird #@ankheitsverlauf von Knockoutmausen
mit dem von Wildtypen verglichen. Dazu dienen Idohie Verlaufsparameter wie die
Gelenkschwellung in vivo, histologische und immwtbchemische Kriterien Uber die
Gelenkdestruktion und Entzindung sowie die Beungl der periartikularen
Knochenstruktur mittels Micro-CT Analysen.

Es zeigt sich, dass MMP-19 keinen signifikantenflegs auf die Auspragung dakuten
Arthritis zu haben scheint. Gelenkschwellung und Entzinaengisen sind in ihrer Schwere
bei den Versuchsgruppen identisch. Die Auswertueigkthorpeldestruktion legt allerdings
nahe, dass MMP-19 (ber direkte und indirekte Meidma@n einen die Knorpeldestruktion
fordernden Einfluss haben konnte. Dies konnte zumenelber die direkte Spaltung von
Knorpelbestandteilen wie Aggrecan und COMP veriitgein. Aber auch indirekte
Mechanismen wie die Beeinflussung der Chondrozyieriébenszeit und die Koaktivierung
anderer Matrixmetalloproteinasen sind denkbar. kgetgrdnet scheint ein Einfluss auf die
Neoangiogenese zu sein, da sich bei der Expresdes vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors VEGF keine signifikanten Untersdhiergeben.

Die Analyse der periartikularen Knochenstruktur geeieine Verminderung des
Knochenvolumens &hnlich einer tibialen Osteopommsarthritischen Knie, aber auch auf der
kontralateralen gesunden Seite. Die Entwicklungeliegeneralisierten Osteoporose ist bei
den Knockout-Mausen weniger stark ausgepréagt alddmeWildtypen. Ein Schlisselmolekiil
der Osteoklastogenese ist RANKL, ein Rezeptoratdivéiir NF- B. Dieser wird z.B. von

Matrixmetalloproteinasen von einer zellstandigerséme I6sliche Form Uberfuhrt, was eine
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systemische Abnahme des Knochenvolumens erklarent&bDie genaue Rolle, die MMP-
19 dabei spielt, bleibt jedoch ungeklart.

Die gewonnenen Erkenntnisse legen nahe, dass MMbdQverschiedene Mechanismen die
Schwere der chronischen Antigen-induzierten Arhtieeinflussen kdonnte. Es bleibt jedoch
offen, inwiefern sich diese im Tiermodell gewonnenklinweise auf den Menschen

Ubertragen lassen.
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Farbeprotokolle

1) H.E.-Farbung nach Mayer

Mit 1% wassrigem Eosin an Paraplastschnitten

Entplasten bis zu Aqua dest.

Kernfarbung Hamalaun nach Mayer fur 5 Min.

Mit Aqua dest. spulen

FlieRend wassern tber 5 min.

Differenzierung in 0,1% HCL-Alkohol fur 3 sec., daim Aqua dest.
FlieRend wassern Uber 15 min.

Uberfiihren in Aqua dest.

Fir 4 min. in 1% wassrigem Eosin + ca. 40ul Eigeasf 200 ml
Uberfiihren in Aqua dest.

Differenzierung in 70% Alkohol, dann Alkoholreihedh
Schnitte fur je 5 Min in Xylol

eindecken in Depex

2) Safranin O

Entplasten der Schnitte bis zum Aqua dest.

Schnitte fur 10 min. in 0,5% Safranin O, gel6sdjbM Na-acetatpuffer, pH 4,6
Schnitt mit Aqua dest. spulen

sehr kurz in 96% und 100% Alkohol, da sich die Easbnst vollig rauslost
Schnitte fur je 5 Min in Xylol

eindecken in Depex

Na-acetat Mol.Gew. 82,03 g/l = 1M
289/1=0,1M
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3.) Toluidinblau als Ubersichtsfarbung an Paraptdsiitten

- Entplasten der Schnitte bis zum Aqua dest.

- Toluidinblaugemisch 1:1 mit Aqua dest. verdinnen
- Schnitt fir 5 — 6 min. darin farben

- Differenzierung. in 96 % Alkohol

- Schnitte fir 2 x 5 min. in Propanol

- Schnitte fur je 5 Min in Xylol.,

- eindecken in Depex

Das Farbgemisch vor Gebrauch filtrieren.
Borax: di-Natriumtetraborat-10-hydrat z.A. ( NaZB4x 10 H20)

Stammldsungen Toluidinblau:

- 1% Pyronin G in 1% Borax in Aqua dest., filtrieren

- 1% Toluidinblau in 1% Borax in Aqua dest., filtreer

Gebrauchslésung:

die Stammldsungen 1:1 mischen und die gleiche Mé&ugm dest. dazu geben
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