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1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-inflammatorische Autoimmunerkrankung,
die zu einer fortschreitenden Zerstorung der artikuldren Knorpel- und Knochenstrukturen
nahezu aller Gelenke fiihren kann. Neben einwandernden Immunzellen sind stabil-aktivierte
synoviale Fibroblasten (RASF) in der Synovialmembran fiir die Initiation und das
Vorantreiben der Knorpelzerstorung von entscheidender Bedeutung. Sie zeigen auch in
Abwesenheit proinflammatorischer Stimuli einen aktivierten Phanotyp, der sich, neben
morphologischen Charakteristika, vor allem in spezifischen, funktionalen Eigenschaften wie
dem Anheften an die Knorpelmatrix und dem Sezernieren Matrix-degradierender Enzyme
duBert und sie somit deutlich von nicht-aktivierten Fibroblasten unterscheidet. So vermitteln
RASF durch das Anheften an die Knorpelmatrix sowie durch die erhohte Sekretion Matrix-
degradierender Enzyme wie Matrixmetalloproteasen (MMPs) die progressive Zerstorung der
Knorpelstruktur in den entziindeten Gelenken. Obwohl die Faktoren, die diese persistierende
Aktivierung  bedingen, bis heute nicht vollstindig verstanden sind, spielen
proinflammatorische Zytokine wie der Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa) und Interleukin-1
(IL-1) eine entscheidende Rolle in der Initiation und dem Verlauf der RA.

Im Zuge von Wundheilungsprozessen kommt es zu einer starken Induktion des Scaffolding-
oder Adaptorproteins ,,Four-and-a-Half-LIM-only Protein 2“ (FHL2). Wé&hrend es in
gesunden Fibroblasten kaum exprimiert wird, steuert es in der dermalen Wundheilung die
Organisation fokaler Adhésionsstrukturen sowie die Matrixassemblierung und die
Kontraktion des Granulationsgewebes. Verschiedene Studien zur Osteogenese zeigen dariiber
hinaus, dass FHL2 ein zentraler Faktor in Umbauprozessen des Knochengewebes ist, da es die
Aktivitdt von Osteoblasten und Osteoklasten beeinflusst. Diese Ergebnisse lassen Hypothesen
zu, dass FHL2 eine zentrale Rolle in der mesenchymalen Wundheilung zukommt. Vor diesem
Hintergrund sollte die Frage beantwortet werden, ob FHL2 auch in Transformationsprozessen
synovialer Fibroblasten bei RA von Bedeutung ist.

Die hier vorgestellten Studien zeigen, dass FHL2 im humanen Synovialgewebe, speziell in
der synovialen Deckzellschicht stark exprimiert wird, was auf die erhohte FHL2-Expression
in RASF zuriickzufiihren ist. Untersuchungen in einem TNFa-abhingigen Tiermodell
bestitigen die gesteigerte FHL2-Expression in synovialen Fibroblasten in vitro, zeigen aber
dariiber hinaus, dass es im Krankheitsverlauf der destruktiven Arthritis zu einer transienten
Induktion von FHL2 kommt, die sich besonders auf die frithen und primér inflammatorischen
Krankheitsphasen beschriankt. Weiterfiihrende in vitro-Studien beweisen eindrucksvoll, dass

proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1 die FHL2-Expression hemmen, und dass




1. Zusammenfassung

dies der Ausgangspunkt fiir die Zytokin-vermittelte Induktion Matrix-zerstorender Enzyme
ist. Denn obwohl das Fehlen von FHL2 fiir sich keine Auswirkung auf das Verhalten der
RASEF zeigt, so vermittelt es doch eine persistierende Aktivierung des TNFa-induzierten p-38-
MAPK-Signalwegs. In diesem Zusammenhang konnte beobachtet werden, dass die Hemmung
von FHL2 zu einer deutlichen Steigerung der TNFa-induzierten MMP-13-Expression fiihrt, in
dessen Folge es zu einer deutlichen Zunahme im invasiven Verhalten der RASF kommit.

Im Kontrast dazu konnte in verschiedenen in vivo-Untersuchungen unterstrichen werden, dass
eine therapeutische Blockierung von TNFa sowohl im RA-Patienten als auch im
krankheitsrelevanten Tiermodell die FHL2-Expression induziert. Interessanterweise ist auch
das in der Wundheilung wichtige, profibrotische Zytokin ,transformation growth factor
(TGFpB) ein starker Induktor der der FHL2-Expression in kultivierten RASF. Ferner konnte
gezeigt werden, dass die konstitutive Uberexpression von FHL2 die TNFa-vermittelte MMP-
Induktion deutlich hemmt.

Aus den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen ldsst sich die Hypothese ableiten, dass das
Auftreten einer transienten FHL2-Expression in der RA zeitlich mit dem Ubergang der
initialen Entziindungsreaktion in die Chronifizierung der RA zusammenfillt. In dieser Phase
zeigen sich sowohl eine Unterdriickung der Wundheilung wie auch ein schnelles Fortschreiten
der Knorpel- und Knochendestruktion, die letztendlich zum Funktionsverlust des betroffenen
Gelenkes fiihrt. Dies konnte in einem TNFa-abhingigen Tiermodell eindrucksvoll bestitig
werden, in dem die FHL2-Defizienz nicht nur zu einer schweren und umfassenden Zerstérung
der Knorpel- und Knochenstrukturen in den distalen Gelenken fiihrt. Vielmehr ist auch der
Fortgang der Erkrankung stark beschleunigt, was die hier aufgestellte Hypothese unterstiitzt.
Diese Ergebnisse unterstreichen eine zentrale Funktion von FHL?2 als anti-arthritischen Faktor
und korrelieren dariiber hinaus mit der Funktion von FHL2 in der dermalen Wundheilung.
Diese Studien beschreiben FHL2 als einen zentralen Faktor in der Vermittlung
mesenchymaler Heilungsprozesse und identifizieren einen neuen Kandidaten fiir weitere

therapeutische Ansitze in der Behandlung der Rheumatoiden Arthritis.




2. Einleitung

2 Einleitung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine weltweit verbreitete, chronische
Autoimmunkrankheit, die alle Gelenke betreffen kann. Sie artikuliert sich in einer
Hyperplasie des synovialen Gewebes, hervorgerufen durch chronische Entziindung sowie
einer pathologischen Immunantwort. Das Hauptmerkmal der RA ist allerdings eine
progressive Zerstorung der Gelenkstrukturen, die in fortgeschrittenen Stadien zur
vollstdndigen Zerstorung des Gelenks und somit zu Invaliditét fithrt (Firestein, 2003, Gay et
al., 1993) (vgl. auch Abb.: 1). Die RA ist eine der hiufigsten und zugleich folgenschwersten
Gelenkerkrankungen, die sich, im Hinblick auf die progressive Gelenkzerstérung, deutlich

von anderen chronischen arthritischen Erkrankungen unterscheidet.

Abb. 1: Die progressive Zerstorung knorpeliger Gelenkstrukturen ist ein Hauptmerkmal der
Rheumatoiden Arthritis: (A) Fotographie der Fiile einer 73 jahrigen RA-Patientin mit typisch-klinischem

Bild. (B). Rontgenaufnahme der Fiile derselben Patientin. Die Pfeile markieren zerstorte Gelenkstrukturen.

Unter soziodkonomischen Gesichtspunkten betrachtet gehort die RA zu den teuersten
Krankheiten in den Industrienationen. So belaufen sich die Kosten fiir Diagnose, Behandlung
und Rehabilitation, zusammen mit den verursachten Einkommensverlusten in den USA nach
Berechnungen des National Health Interview Survey (USA) auf 8,74 Mrd. USD jahrlich, was
ungefahr 0,3% des Bruttoinlandsprodukts der USA entspricht (Ganten und Ruckpaul 2003).

In den letzten Jahren hat das Wissen iiber die molekularen Ursachen der RA enorm
zugenommen. Dennoch lassen sich die einzelnen Ergebnisse nur unvollstindig zu einem
Gesamtbild zusammensetzen, so dass die Pathomechanismen der RA heute alles andere als

verstanden sind.




2. Einleitung

2.1 Aufbau und Struktur der rheumatoiden Synovia

Der Ausgangsort der lokalen Gewebezerstorung ist die synoviale Deckzellschicht, das so
genannte ,,Lining* oder ,,Lining Layer”, welches die Gelenke umgibt und diese vor hohen
Druckbelastungen schiitzt. Die synovialen Fibroblasten (SF) in der Deckzellschicht
sezernieren die Synovialfliissigkeit in den Gelenkspalt und erhalten so die Homdostase der
Lining-Struktur. Somit sind Fibroblasten die wichtigsten ortstdndigen Zellen im synovialen
Lining.

Die dufleren Schichten der Synovia sind durch eine dichte extrazelluldre Matrix aus Kollagen-
Typ II- Fasern umgeben, die den Gelenkspalt umlagert. Unter physiologischen Bedingungen
herrscht hier eine Balance zwischen Proliferation und Apoptose der Zellen. Im Fall der
Rheumatoiden Arthritis allerdings ist dieses Gleichgewicht verschoben. Hier kommt es durch
gesteigerte Proliferation der Fibroblasten bei gleichzeitig gestorter Apoptose zu einer
Hyperplasie des synovialen Gewebes (Qu et al., 1994; Mountz et al., 2001; Liu und Pope
2003). Begleitet wird dies durch das Einwandern inflammatorischer Zellen, wie T- und B-
Lymphozyten und Makrophagen, was zur Folge hat, dass im Vergleich zum gesunden
Gewebe die rheumatoide Synovia um mehr als das Doppelte anschwellen kann (vgl. Abb.:2).

Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einer Hyperplasie oder Pannusbildung.

gesundes synoviales
synoviales Gewebe in de
Gewebe RA
= Entziindetes
Synovial- ynovium
membran
>Pannus
Knorpel- gewebe
schicht
Synovial-
Gelenk- flussigkeit
kapsel

beginnender Abbau
der Knorpelschicht

Aus: Feldmann, et al., 1996
Abb. 2:. Vergleich zwischen gesundem und arthritischen Synovialgewebe: Die Hauptcharakteristika der
Rheumatoiden Arthritis (RA) sind die chronische Entziindungsreaktion in Folge derer es zur Hyperplasie des
Synovialgewebes (Pannusgewebe) kommt, sowie progressiver Zerstorung knorpeliger Gelenkstrukturen. Aus

Feldmann et al., 1996.
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2. Einleitung

2.2 Die Aktivierung rheumatoider Fibroblasten — der initiale Schritt zur
Knorpelzerstorung

In der Pathogenese der RA sind die rheumatoiden synovialen Fibroblasten (RASF) von
entscheidender Bedeutung. Sie steuern mafigeblich die Gewebereaktionen (Buckley, 2001)
und sind somit die treibende Kraft in der Initiation und Progression der RA (Meyer et al.,
2006; Huber et al., 2005; Miiller Ladner et al., 2005). In Bezug auf Morphologie und
biologische Funktion unterscheiden sich RASF nicht nur von Fibroblasten in nicht-
rheumatoiden Geweben, sondern interessanterweise auch von synovialen Fibroblasten (SF) in
tieferen Schichten des Synoviums (Fassbender, 1998). So zeigt der aktivierte Fibroblast im
Phasenkontrast eine runde Form und einen blass-grauen Kern (Lafatis et al., 1989). Das
charakteristische funktionale Merkmal der RASF ist das Anheften der Zellen an den
Gelenkknorpel, welches das Eindringen der RASF in die Knorpelmatrix ermoglicht und
sogleich Ausgangspunkt fiir das invasive Verhalten der RASF bildet (Miiller-Ladner et al.,
2007; Meinecke et al., 2005) (Abb.: 3).

(A): Anheftung an den (B): Sekretion matrix-
Gelenkknorpel degradierender Enzyme

Abb. 3: In der Pathogenese sind RASF von entscheidender Bedeutung. Externe Stimuli fithren zu einer
stabilen Aktivierung des Fibroblasten, was sich in der vermehrten Anheftung und Sekretion matrix-

degraderender Enzyme duf3ert.
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2. Einleitung

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass das invasive Verhalten von RASF als Antwort
auf externe Stimuli nicht temporér ist, sondern es hier vielmehr zu einer stabilen Aktivierung
der RASF kommit, die sich in einem agressiv-invasiven Phénotyp duflert (Pap et al., 2000b).
Obwohl die histologischen Verdnderungen im synovialen Gewebe und somit die Auspriagung
der Krankheit von Patient zu Patient unterschiedlich stark in Erscheinung treten kdnnen (Pap,
T et al., 2000c), spricht man sowohl von ,,transformiert erscheinenden Fibroblasten* als auch
,.,tumor-like fibroblasts“. Denn dhnlich wie Tumorzellen konnen auch aktivierte RASF invasiv
in das umliegende Gewebe hineinwachsen (Miiller-Ladner, et al., 1996). Die Mechanismen,
die zur Aktivierung von RASF fiihren, sind derzeit weitgehend unklar und nicht allein auf die
Wirkung inflammatorischer Zytokine zuriickzufiihren (Ospelt et al., 2004; Werner und Grose,
2003). Fine interessante Beobachtung in diesem Zusammenhang ist, dass der aktivierte
Phénotyp sowie die invasiven Eigenschaften der RASF auch ohne fortdauernde Stimuli
inflammatorischer Zellen erhalten bleiben (Pap et al., 2000b). Dies konnte in Studien mit
Hilfe des ,,severe combined immune-deficient* (SCID) Mausmodel gezeigt werden. Hier kam
es nach Transplantationen von RASF und normalem humanen Knorpelgewebe in induzierte
SCID-Miuse zum Anheften und Einwandern der RASF an das Knorpelgewebe (Pap et al.,
1998; Miiller-Ladner, et al., 1996b).

2.3 Metalloproteasen vermitteln die Degradation der Knorpelmatrix

Der gesunde Gelenkknorpel besitzt eine komplexe extrazelluldre Matrix (extra cellular matrix
= ECM), die im Wesentlichen aus Kollagen Typ-II, Typ IX und Typ XI sowie aus
Aggrekanen und partiell sulfonierten Proteoglycanen zusammengesetzt ist, die sich zu einem
stabilen Netzwerk ergdnzen. Das Anheften der RASF an die ECM ist der entscheidende
Schritt fiir die Invasion in das Knorpelgewebe und wird durch verschiedene
Adhésionsmolekiile, darunter auch Integrine, vermittelt (Miiller-Ladner et al., 1996a).
Integrine sind transmembrane Heterodimere, die sich aus einer a- und einer B-Untereinheit
zusammensetzen. Derzeit sind mehr als 24 verschiedene Integrine beschrieben, von denen
viele als Rezeptoren fiir Kollagene dienen (van der Flier und Sonnenberg, 2001; Brower et al.,
1997). Integrine vermitteln allerdings nicht nur das Anheften an die ECM, sondern sind
vielmehr auch an intrazelluldren Signalwegen beteiligt (Calderwood, 2004; Yamada et al.,
2003; Hynes 2002; van der Flier und Sonnenberg 2001; Liu et al., 2000). So aktivieren sie
beispielsweise in Kooperation mit Zytokinrezeptoren die Ras-Raf-MEK-vermittelte

Aktivierung der MAP-Kinase ERK, die unter anderem die Zellproliferation anregt (Hughes et
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2. Einleitung

al., 2002; Bouvard et al., 2001; Danen und Sonnenberg, 2000). Auch an der Aktivierung der
,,Uberlebenssignalkaskade* PI-3K-Akt sowie der stressinduzierten ,,c-Jun terminal kinase*
(JNK-Kinase) sind Integrine beteiligt (Ffrench-Constant und Colognato, 2004;Lin et al., 1997;
Inoue et al., 1996). Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass bestimmte Integrine
auch auf RASF exprimiert werden (Rinaldi, 1997), wie beispielsweise alfl, a3p1, a4pl
aSp1, a6pl Integrine (El Gabalawy H, und Wilkens, J, 1993; Miiller-Ladner et al., 1997;
Pirilia et al., 2001). Hier unterstiitzen Integrine durch ,,Co-signaling® mit dem “Platelet
Derived Growth Factor“ (PDGF) die Proliferation der RASF (Remmers et al., 1991;
Sarkissian und Lafyatis, 1999). Im Zusammenhang mit RA konnte gezeigt werden, dass das
Blockieren der Integrine mittels spezifischer Antikdrper die Invasivitit synovialer
Fibroblasten reduziert (Wang et al., 1997). Dariiber hinaus zeigte sich, dass die Aktivierung
von PBl-Integrinen die Expression Matrix-zerstorender Proteasen induziert (Ravanti et al.,
1999). Den RASF in der synovialen Deckzellschicht, die mit dem Gelenkknorpel in enger
Verbindung stehen, kommt dabei eine entscheidende Rolle in der Synthese und Sekretion
Matrix-degradierender Enzyme zu (Pap et al., 2000).

Die Matrixzerstorung sowie die progressive Zerstorung des Gelenkknorpels sind im
Wesentlichen auf die Aktivitit von Metalloproteasen (MMPs) und Kathepsinen
zuriickzufithren (Parks und Mecham; 1998; Miiller-Ladner et al., 1996). Die MMPs fassen
eine Familie von strukturell und funktional dhnlichen Proteinen zusammen, die sich in finf
Untergruppen einteilen lassen: Kollagenasen (z.B. MMP-1, MMP-3, MMP-10 MMP-11 und
MMP-13), Gelatinasen (z.B. MMP-2 und MMP-9), Stromelysine (z.B. MMP-20) und
Marcrophage Metalloelastasen (z.B. MMP-12 und MMP-19) sowie eine Gruppe
membranstindiger Proteasen (z.B. MT1-MMP und MT6-MMP). Letztere werden dabei von
Osteoklasten in groem Umfang synthetisiert (Nagase et al 1997; Pap et al., 2000d). RASF
hingegen sind mafgeblich fiir die Synthese und Sekretion von MMP-1, MMP-3 und MMP-13
bekannt (Mor et al., 2005). Die Synthese, Aktivierung, Inhibierung sowie Degradation der
MMPs sind auf verschiedenen Ebenen reguliert und werden {iber verschiedene
proinflammatorische Zytokine und Wachstumshormone gesteuert.

Auf der transkriptionalen Ebene ist das Activator Protein-1 (AP-1), welches auch fiir die
Proliferation von RASF wichtig ist, von zentraler Bedeutung. So enthalten viele Promotoren
von MMP-kodierenden Genen eine proximale Bindedomine fiir AP-1 (Asahara et al., 1997;
Pap et al., 2000). Dariiber hinaus zeigen Studien an Kernextrakten, dass die AP-1-DNA-
Bindeaktivitdit von AP-1 in RA-Patienten und im ,collagen induced arthritis* (CIA)-

Mausmodell signifikant erhoht ist und eine signifikant erhohte Expression der AP-1-
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Komponenten Jun und Fos im RA-Gewebe zu finden ist (Han et al., 1998). AP-1 ist ein
Heterodimer aus den Protoonkogenen c-jun und c-fos, die auch in RASF stark exprimiert
werden (Kinne et al., 1995). AP-1 steuert sowohl die basale als auch die Zytokin-induzierte
Expression von MMPs und ist maf3geblich fiir die hohe Induktion von Kollagenase 1 (MMP-
1) und Kollagenase 3 (MMP-13) in bestimmten Zelltypen verantwortlich (Han et al., 2001).
Neben AP-1-Bindestellen zeigen Promotorsequenzen verschiedener MMPs auch eine NF-«xB-
Bindestelle. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass NF-xB die Expression von MMP-1
und MMP-3 in dermalen Fibroblasten steuert (Bond et al., 1999) und dariiber hinaus an der
Regulation von MMP-1, 3 und 13 in humanen Fibroblasten und Chondro-Sarkomzellen
beteiligt ist (Bonderson et al., 2000).

Auf der post-translationalen Ebene sind MMPs {iberwiegend iiber die Stabilitét ihrer mRNA
reguliert (Reunanen et al., 2002; Delany et al., 1992), die iiber so genannte Adenin/Uridin-
reiche Elemente (ARE) im 3’untranslatierten Bereich der mRNAs vermittelt wird. AREs
steuern den mRNA-Abbau und somit die Hemmung der Proteinsynthese (Kotlyarov und
Gaestel, 2002). Die Aktivierung der MMPs ist ein weiterer wichtiger Kontrollschritt. Sie
werden ndmlich als Pro-Enzyme synthetisiert und erst durch proteolytische Spaltung aktiviert,
was auf vielfaltige Art und Weise geschehen kann. So wird im Fall von MMP-2 und MMP-10
der Zugang zum Zink-Atom im aktiven Zentrum durch Zysteinreste versperrt, so dass die
proteolytische Spaltung dieser Zysteinreste die MMPs aktiviert. Viele MMPs werden extra-
zelluldr durch andere MMPs sowie MT-MMPs aktiviert. Die MT-MMP selbst sowie MMP-11
werden allerdings durch Furinproteasen schon intra-zelluldr im Golgi-Apparat aktiviert. Dabei
wird durch proteolytische Spaltung eine konservierte Polypeptidkette nahe der katalytischen
Domine abgetrennt (Pei et al., 1995).

Die Regulation der bereits aktivierten MMPs ist ein weiterer physiologischer Kontrollschritt,
der iiber MMP-Inhibitoren vermittelt wird. Als wichtigste Vertreter sind hier das o2-
Makroglubolin und die ,tissue inhibitors of metalloproteinases™ (TIMPs) zu nennen (van der
Laan et al., 2003). Eine Besonderheit der MMP-Inhibierung kann in der Synovia beobachtet
werden. Hier fungiert das a2-Makroglubolin als unspezifischer MMP-Inhibitor, der auf Grund
seiner Grofe (759 kDa) nur in synovialen Fliissigkeiten lokalisiert ist und nicht in das
Knorpelgewebe eindringen kann (Gomez et al, 1997). Im Gegensatz dazu sind TIMPs
spezifische physiologische Inhibitoren. Die vier bisher charakterisierten TIMPs weisen eine
dhnliche Proteinstruktur auf, werden aber von vier verschiedenen Genen kodiert (Brew et al
2000). Die Expression der TIMPs wird durch verschiedene inflammatorische und anti-

inflammatorische Zytokine stimuliert und findet in den gleichen Zelltypen statt, in denen auch
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MMPs synthetisiert werden. So wird die TIMP1-Expression durch den ,transformation
growth factor TGFB oder Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-13 (IL-13)
induziert und ist in Synovialfliissigkeiten von Osteoarthrosepatienten zu finden. Hingegen
wird TIMP-2 ausschlieBlich von Chondrozyten gebildet (Su et al 1999). TMP-3 ist ECM-
assoziiert und hemmt neben MMPs auch MT-MMPs (Su et al, 1999). Im gesunden
Knorpelgewebe ist die Expression von TIMPs und MMPs balanciert. Unter den patho-
physiologischen Bedingungen der RA hingegen {iibersteigt die MMP-Expression die der
TIMP-Expression.

2.4 Proinflammatorische Zytokine stimulieren die Synthese von
Matrixmetalloproteasen

Bei der Induktion der MMP-Synthese sind verschiedene inflammatorische und anti-
inflammatorische Zytokine von grofer Bedeutung. Der ,,tumor necrosis factor o (TNFa) und
Interleukin-1 (IL-1) sind im Zusammenhang mit der Pathogenese der RA die wichtigsten
Vertreter (Zwerina et al., 2005; Takemura et al., 2001; Chu et al., 1991).

TNFa wird {iberwiegend in Monozyten und Markrophagen gebildet und ist sowohl auf
translationaler als auch auf posttranslationaler Ebene reguliert. Durch Bindung an die TNF-
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 stimuliert TNFa verschiedene Signalkaskaden. So steuert
TNFa durch Aktivierung von Caspase 3 und 8 spezifische Signalwege fiir Apoptose
(Ohshima et al.,, 2000). Weiterhin wurde gezeigt, dass TNFa gleichzeitig den
Phosphatidylinositide 3-Kinase (PI3K) - Akt-Kinase Signalweg aktiviert, und dass die
Hemmung der PI3K zu einer verstirkten TNFa-induzierten Apoptose fiihrt (Osaki et al.,
2004; Liang und Slingerland, 2003; Reddy et al., 2000).

In der RA ist TNFa dariiber hinaus das Hauptzytokin fiir die Induktion und Vermittlung der
Knorpelzerstérung. So induziert TNFa iiber das ,,TNF receptor binding protein®“ TRADD die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, der neben pro-inflammatorischen Faktoren
auch die MMP-Expression induziert (Hsu et al., 1996; Feldmann et al., 1996). Des Weiteren
aktiviert TNFa mehrere MAP-Kinasen (Goertz, B. et al., 2005), zu denen sowohl die
stressinduzierten JNK und p38 als auch die mitogene Kinase ERK 1/2 gehoren. Diese
Serin/Threonin-Kinasen phosphorylieren die Transkriptionsfaktoren des AP-1-Komplexes, c-
jun und c-fos (Alberterts et al., 2002 4th-Edition). Sie sind daher von essentieller Bedeutung
fiir die Vermittlung und Steuerung des inflammatorischen Prozesses. Interessanterweise zeigt

sich in synovialen Makrophagen eine besonders starke Aktivierung von p38 MAPK, wéhrend
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in RASF sowohl p38 als auch ERK aktiviert werden (Caballo und Blackshere 2001; Zhan M.
et al., 2004).

Die genauen Zusammenhinge sowie der genaue molekulare Mechanismus, iiber den TNFa
die Knorpelzerstorung in der RA steuert, sind bis heute noch nicht vollstindig verstanden,
jedoch fiihren hohe systemische TNFa-Spiegel zu einer chronisch destruktiven Arthritis. Dies
konnte besonders eindrucksvoll in Studien mit der hTNFa-transgenen Maus (hTNFtg-Maus)
gezeigt werden. Diese Maus hat konstitutiv hohe systemische TNFa-Spiegel und zeigt schon

wenige Wochen nach der Geburt Anzeichen einer schweren, destruktiven Arthritis (Keffer et

al., 1991).

2.5 TNFa und IL-1 - die zentrale Zytokine in der Knorpeldestruktion

Die Rolle von TNFa in der Pathogenese der RA wird zuweilen kontrovers diskutiert. So stellt
sich die Frage, ob TNFa ein direkter Stimulus fiir die Inflammation und Knorpeldestruktion
ist, oder ob es vielmehr eine Kaskade von inflammatorischen Faktoren und Zytokinen
stimuliert, die in ihrem Zusammenspiel die inflammatorische Reaktion und
Knorpelzerstorung steuern (Zwerina et al. 2007). Es ist bekannt, dass TNFa, neben
verschiedenen MMPs, wie beispielsweise MMP-13, auch die Expression anderer RA-
relevanter Zytokine induziert und der Hauptinduktor fiir IL-1 ist (Tetlow et al., 2001; Joosten
et al., 1999). Die spezifische Hemmung von TNFa iiber Antikérper fithrt beispielsweise zu
einer signifikanten Reduzierung der IL-1-Produktion in humanen RASF (Brennan et al,
1989). Uber das Zusammenspiel von TNFa und IL-1 ist in der Literatur bisher wenig
beschrieben worden (Carter et al., 1990). Neueste Studien von Zwerina und Kollegen zeigen
jedoch, dass IL-1 fiir die Steuerung der Knorpelzerstérung essentiell ist. So zeigen IL-1-
defiziente hTNFtg-Méuse zwar weiterhin eine starke Inflammation, weisen aber keine
Anzeichen einer Knorpelzerstorung auf (Zwerina et al., 2007). Diese Beobachtung wird durch
Studien unterstrichen, in denen durch die Applikation von IL-1 in gesunde Gelenke von
Kaninchen der Phénotyp einer destruktiven Arthritis hervorgerufen wird (Pettipher et al.,
1996). Dariiber hinaus stimuliert IL-1 die Sekretion von MMP-1 und MMP-3 (Jeong et al.,
2004).

IL-1 wird von verschiedenen Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen aber auch RASF
sekretiert (Dinarello et al., 1996). In RA ist IL-1 stark exprimiert (Feldmann et al., 1996) und
interessanterweise fiihrt die Uberexpression von IL-1- zur Hemmung der TIMP-3-Synthese,

welches die Aktivitit von MMP-1 und MMP-3 inhibiert (Jeong et al., 2004).
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2.6 Das Adaptormolekiil FHL2 - Aufbau, Expression und Lokalisation

Neben der Bindung von Zytokinen an spezifische Rezeptoren sind eine Fiille weiterer
Adaptorproteine, Strukturproteine und Kinasen erforderlich, um einen extrazelluldren
Stimulus in den Nukleus zu leiten. Dazu werden sowohl im Zytosol, als auch im Nukleus
héufig grofe Proteinkomplexe gebildet. Solche Proteinkomlexe erfiillen im Wesentlichen
zweil Funktionen: zum einen die rasche Weiterleitung des Signals, zum anderen initiieren sie
den effektiven Transkriptionsstart bestimmter Gene.

Um eine optimale Funktion der Proteinkomplexe zu erreichen, ist ein korrekter Aufbau von
entscheidender Bedeutung. Dies wird durch Adaptor-Proteine, die mit mehreren Proteinen
gleichzeitig interagieren konnen, gewihrleistet, die somit die Strukturen der Komplexe
vermitteln.

Das Vier-und-einhalb-LIM-Dominen Protein FHL?2 ist solch ein Adaptormolekiil (Abb.: 4).
Es gehort zu einer Familie von Proteinen, die LIM-Doménen als ein gemeinsames Merkmal
ausweisen (Abb.: 4-A). LIM-Dominen bestehen aus einem doppelten Zinkfingermotiv, die
Protein-Protein-Wechselwirkungen vermitteln und in verschiedenen Zytoskelettproteinen
sowie Transkriptionsfaktoren zu finden sind (Kosa et al., 1994; Michelsen et al., 1993). LIM-
Proteine vermitteln den Aufbau groBer Proteinkomplexe (Abb.: 4-B).

Derzeit sind sechs Mitglieder der FHL-Proteinfamilie beschrieben (FHL1-5 und ACT), die
sich in ihrem Expressionsmuster stark unterscheiden. So werden FHL1-3 besonders im
menschlichen Muskelgewebe exprimiert (Chu et al., 2000; Morgan und Madgwick, 1999),
wohingegen FHL4 und ACT spezifisch im Hoden synthetisiert werden (Fimia et al., 1999;
Morgan und Madgwick, 1999). Eine Ausnahme bildet das FHLS, welches bisher

ausschlieBlich in Kiemen nachgewiesen werden konnte (Mistry et al., 2004).
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Abb. 4: Aufbau und Funktionen von FHL2: (A) Mit seinen viereinhalb LIM-Doménen vermittelt das 32
kDa grole FHL2 Molekiil Protein-Protein-Wechselwirkungen (B) Schematisierter Aufbau einer LIM-
Doméne: das doppelte Zinkfingermotiv ist in verschiedenen Zytoskelettproteinen und Transkriptionsfaktoren
zu finden ( Zn: Zink, C: Cystein, H: Histidin, X: beliebige Aminoséure.) (C) FHL2 interagiert mit Membran-

Rezeptormolekiilen, zytosolischen Proteinen sowie Transkriptionsfaktoren.

FHL2 ist in intakten Tieren am stdrksten im Herzmuskel exprimiert, wo es unter anderem mit
der N2B-Region des Titins interagiert (Lange et al., 2002; Kong et al., 2001). Daneben konnte
FHL?2 auch in verschiedenen anderen Organen wie Gehirn, Leber und Lunge nachgewiesen
werden (Tanahashi et al., 2000; vgl. auch Johannessen et al., 2006). Interessant ist allerdings,
dass es zu einer Induktion der FHL2-Expression kommt, wenn ein Gewebeschaden entsteht
oder Regenerationsprozesse stattfinden, obwohl FHL2 in den meisten Geweben nicht
exprimiert wird (Bai et al.2005, Giinther et al.,2005; Wixler et al., 2007).

Die geringe Grofle des FHL2 von 32 kDa kann auch das Fehlen eines nuklearen
Lokalisationssignals erkldren, da es deutlich unter der fiir einen aktiven Kerntransport
erforderlichen Grofe von 50 kDa liegt. Die zelluldre Distribution von FHL2 kann {iber

verschiedene Stimuli reguliert werden. So stimulieren beispielsweise Serumkomponenten und
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Sphingosin-1-Phosphat die Translokation in den Kern iiber einen Rho GTPase/ROCK-
abhédngigen Signalweg (Morlon und Sassone-Corsi, 2003; Miiller et al., 2002; Li et al., 2001;
vgl. auch Johanessen et al., 2006).

Neben der Lokalisation ist auch die Expression von FHL2 durch verschiedene Stimuli
kontrolliert. Die Zugabe von Serum fiihrt {iber die Aktivierung von ,,serum response factors®
(SRF-Transkriptionsfaktoren) zu einer Steigerung der FHL2-Expression (Phillipar et al.,
2004). Dariiber hinaus stimuliert 17p-Ostradiol die Expression von FHL2 und es wird
postuliert, dass das Aktivator Protein-1 (AP-1) in diesem Zusammenhang wichtig ist (Coser et

al., 2003; Moens et al., 1999; Morlon und Sassone-Corsi, 2003).

2.7 FHL2 beeinflusst durch Bindung an seine Interaktionspartner deren
Funktion

Mit seinen viereinhalb LIM-Doménen kann FHL2 mit {iber 50 verschiedenen Proteinen
interagieren. Dabei reicht die Vielfalt der Interaktionspartner von Transmembranrezeptoren
tiber Strukturproteine, Enzyme, verschiedene Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren bis hin
zu SpleiBfaktoren und DNA-Reparaturproteinen (Johannessen et al., 2006).

In mehreren Studien der Arbeitsgruppe Wixler wurde FHL2, welches keine enzymatische
Aktivitdit hat, als Interaktionspartner des zytosolischen Teils der Integrin o-Ketten
identifiziert. Hier konnte gezeigt werden, dass das 32 kDa grofe FHL2 mit dem zytologischen
Teil verschiedener a-Integrin-Ketten wie a3A-, a3B-, a7A- und a7B-Untereinheiten (Samson
et al., 2004; Wixler et al., 2000; Wixler et al., 1999), aber auch mit mehreren -Untereinheiten
interagiert (Samson et al., 2004; Wixler et al., 2000). Weiterfilhrende Studien zeigten, dass
FHL2 als Adaptor-Protein an der Assemblierung der fokalen Kontakte beteiligt ist und
dariiber hinaus mit der ,,focal adhesion kinase* (FAK) interagiert (Park et al., 2008).

Die Funktionen, die FHL2 mit seinen Interaktionspartnern in den verschiedenen
Zellkompartimenten ausiibt, sind allerdings bislang weniger gut verstanden. So interagiert
FHL2 mit verschiedenen Strukturproteinen des Zytoskeletts wie beispielsweise Aktin,
Myosin, Titin und Vinkulin, was eine Funktion von FHL2 als Bestandteil des Zytoskeletts
nahe legt (Coghill et al., 2003; El Mourabit et al., 2004; McGrath et al., 2006; Johannesson et
al., 2006). Wie bereits beschrieben ist FHL2 aber auch in der Ausbildung der fokalen
Zellkontakte involviert und interagiert dabei mit verschiedenen Integrinen und der FAK,
einem Enzym, das auch die Migration, den Aufbau von fokalen Kontakten sowie die

Matrixassemblierung kontrolliert (Ilic et al., 2004; Gabriel et al., 2004; Mitra et al., 2005, Sieg
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et al., 2000). Ferner zeigt die phosphorylierte Form der MAP-Kinase ERK2, welche ebenfalls
ein zentraler Bestandteil der fokalen Kontakte ist, eine hohe Bindungsaftinitit zu FHL2
(Purcell et al., 2004). Die Interaktion zwischen FHL2 und ERK hat zur Folge, dass der
Ubertritt von ERK in den Zellkern verhindert wird, wodurch wiederum die ERK-abhiingige
Genexpression beeinflusst wird (Purcell et al., 2004). Die Funktion von FHL2 als Kofaktor
der Transkription kann je nach Interaktionspartner und Zelltyp variieren, denn FHL2 kann
sowohl als Aktivator als auch Repressor wirken (vgl. auch Johannessen et al., 2006). In der
Aktivator-Funktion ist FHL2 zum Beispiel ein selektiver Interaktionspartner fiir den
Androgenrezeptor (AR) und fungiert als Koaktivator fiir die Expression AR-spezifischer
Gene (Miiller et al., 2000). Bei der Interaktion mit dem ,,cAMP respose element binding
protein®“ (CREB) wirkt FHL2 ebenfalls als ein Koaktivator in der CREP-vermittelten
Expression von Zielgenen (Fimia et al., 2000; Johannessen et al., 2007). FHL2 bindet
unmittelbar an B-Cathenin und agiert dabei als Korezeptor des [-Cathenin-Lef/Tcf-
Transkriptionskomplexes (Labalette et al., 2004; Wei et al., 2003). In diesem Zusammenhang
zeigt FHL2 allerdings Zelltyp-abhidngig zwei Funktionen. Es hemmt die Lef/Tcf-gesteuerte
Transkription in Myoblasten, aktiviert sie jedoch in Epithelzellen (Martin et al., 2002, Chen et
al., 2003). Auch in Bezug auf den SRF-Transkriptionsfaktor zeigt FHL2 eine Zelltyp-
abhingige Funktion. So wurde FHL2 in Muskelzellen ein inhibierender Effekt, in
Hautfibroblasten hingegen ein aktivierender Effekt auf die SRF-Transkriptionsfaktoren
zugeschrieben (Phillipar et al., 2006, Wixler et al., 2007).

Ein auch im Hinblick auf die RA interessanter Interaktionspartner von FHL?2 sind die Proteine
des AP-1 Komplexes, welche aus einem Heterodimer der Protonkogene c-jun und c-fos
aufgebaut ist und einen der zentralen Transkriptionsfaktoren in der MMP-Expression darstellt
(Morlon und Sassone-Corsi, 2003; Martin et al., 2007). FHL2 hemmt die
Transkriptionsaktivitit des AP-1-Komplexes und unterstiitzt somit auch die maligne
Proliferation von Brust- und Darmkrebszellen (Martin et al., 2007; Wang et al., 2007). Ferner
fiihrt eine FHL2-Defizienz zu einer gesteigerten Translokation von p65 in den Zellkern, sowie
einer gesteigerte Transkription von NF-kB-abhdngigen Genen (Bai et al., 2005), was eine
hemmende Wirkung von FHL2 auf den NF-kB-Signalweg unterstreicht.
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2.8 FHL2 - ein wichtiger Vermittler in der Wundheilung und Osteogenese.

Die physiologische Bedeutung von FHL2 konnte durch die Generierung einer FHL2-
defizienten Maus ndher untersucht werden. So zeigen FHL2"-Miuse eine modifizierte
Antwort auf die, durch B-adrenerge Stimulation, induzierte Hypertrophie des Herzmuskels
sowie mit zunehmendem Alter eine Osteoporose (Chu et al., 2000b; Kong et al., 2001). Im
Zusammenhang mit RA allerdings ist die Rolle von FHL2 in Inflammations- und
Wundheilungsprozessen sowie wihrend der Osteogenese besonders interessant. So konnten
Wixler und Kollegen zeigen, dass die FHL2-Expression wihrend Wundheilungsprozessen in
dermalen Fibroblasten hochreguliert wird. Aulerdem konnten sie darlegen, dass eine FHL2-
Defizienz zu einer verminderten Expression von ,,a-smooth muscle actin“ und p130CAS
sowie einer ineffizienten Aktivierung von Rac fiihrt. Ferner fiihrt das Fehlen von FHL2 in
mesenchymalen Zellen zu einem gestorten Aufbau von Aktin-Stressfasern sowie verminderter
Assemblierung selektierter ECM-Proteine. In der Konsequenz ist die Migration von
mesenchymalen Zellen, der Aufbau des granulidren Bindegewebes sowie dessen Kontraktilitét
gestort, was sich in einer verzogerten kutanen Wundheilung duBlert (Wixler et al., 2007; Park
et al., 2008) Auch in der Osteogenese zeigt FHL2 einen weitreichenden Einfluss. FHL2
interagiert als Koaktivator mit dem ,,runt-related transkription factor 2 (RUNX 2), einem der
Hauptregulatoren der Osteoblastenaktivierung (Glinter et al., 2005; Ducy et al., 1997). FHL2-
defiziente Méduse zeigen dariiber hinaus eine verzogerte Osteoblastendifferenzierung, aus der
eine verminderte Osteoblastenaktivitét resultiert, die wiederum innerhalb weniger Monate zur
Entwicklung einer Osteopenie fiihrt (Giinther et al., 2005). Im Gegensatz dazu fiihrt die
Uberexpression von FHL2 zu einer gesteigerten Osteoblastogenese, einer erhdhten Adhision
der Osteoblasten an bzw. Migration auf Matrixproteinen sowie zu einer erhohten
Matrixmineralisierung (Lai et al., 2006; Govoni et al., 2006).

Dartiber hinaus ist FHL2 auch an elementaren Steuerungsvorgingen der Knochenresorption
involviert. Die Knochenresorption wird iiber Osteoklasten vermittelt und durch ,,receptor
activator of NF-kB ligand*“ (RANKL) induziert (Teitelbaum et al., 2000; Lacey et al., 1998).
RANKL und sein korrespondierender Rezeptor RANK sind Mitglieder der TNF-Superfamilie
und induzieren iiber eine Gruppe von TNF | receptor-associated factors® (TRAFs)
interzellulare Signalkaskaden (Dougall et al., 1999; Bradley und Pober, 2001). TRAF6 ist ein
Osteoklasten-spezifischer Vermittler der RANK-induzierten Osteoklastogenese (Cao et al.,
1996; Ye et al., 1999). Im Zusammenhang mit der Interaktion zwischen FHL2 und TRAF6
konnte nachgewiesen werden, dass FHL2 ausschlieBlich in aktivierten Osteoklasten

exprimiert wird und durch Binden an TRAF6 die RANKL-induzierte Aktivierung von NF-kB
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unterdriickt. Somit ibt FHL2 einen inhibierenden Effekt auf die Osteoklastenaktivitiat aus

(Bai et al., 2005)
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3 Fragestellung der Arbeit

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch verlaufende Autoimmunkrankheit, die,
neben einer schweren Inflammation vor allem zu einer Zerstorung der distalen Gelenke fiihrt.
Durch fortwdhrend hohe Spiegel von inflammatorischen Zytokinen, wie TNFa und IL-1,
werden Fibroblasten der Synovia aktiviert. Im Zuge dieser Aktivierung adndern diese
rheumatoiden synovialen Fibroblasten (RASF) ihr Wachstumsverhalten, haften verstirkt an
der Knorpelmatrix der Gelenke und sezernieren erhohte Mengen von ECM-zerstérenden
Enzymen wie Metalloproteasen (MMPs) und Kathepsinen. In ihrem Phénotyp und ihrer
biologischen Aktivitit dhneln diese RASF invasiv-wachsenden Tumorzellen, so dass man in
diesem Zusammenhang auch von transformierten synovialen Fibroblasten spricht.
Eine der zentralen Fragen der RA-Pathogenese ist, wie diese Aktivierung der RASF sowie die
Expression von knorpelzerstorenden MMPs induziert wird. Obwohl die zentrale Rolle des
TNFa hier gut dokumentiert ist, sind die molekularen Mechanismen der TNFa-induzierten
Aktivierung von MMPs jedoch weitgehend unklar.
Das ,,scaffolding-Protein“ FHL2 wird wéihrend der Wundheilung in dermalen Fibroblasten
durch Zytokine wie TGFp oder Sphingolipide hochreguliert, eine FHL2-Defizienz hingegen
fithrt in diesem Zusammenhang zu Wundheilungsstérungen. FHL2 interagiert mit Integrinen
und verschiedenen Proteinen der Wachstumsfaktor-induzierten Signalwege sowie mit
Transkriptionsfaktoren im Nukleus. FHL2 pendelt zwischen Zellmembran und Nukleus und
iibertrdgt so extrazellulire Signale an die Gen-Expressionsmaschinerie im Kern. FHL2
interagiert mit Proteinen des AP-1 Transkriptionsfaktorkomplexes, der auch die Expression
verschiedener MMPs steuert. Dariiber hinaus haben Studien gezeigt, dass FHL2 fiir die
Regulation der Osteogenese von zentraler Bedeutung ist, denn es aktiviert die
Osteoblastendifferenzierung und hemmt die TRAF6-vermittelte Aktivierung von
Osteoklasten. Folgerichtig entwickeln FHL2-defiziente Méuse eine Osteopenie.
Aufgrund der zentralen Rolle von FHL2 in der Osteogenese und in Wundheilungsprozessen
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die pathologische Relevanz von FHL2 in der
Rheumatoiden Arthritis untersucht werden. In diesem Zusammenhang standen vier zentrale
Fragestellungen im Mittelpunkt:

1. Wie gestaltet sich die Expression von FHL2 wéhrend der RA im humanen

Synovialgewebe sowie in Primirzellkulturen isolierter synovialer Fibroblasten?
2. Welchen Einfluss haben inflammatorische Zytokine auf die Expression von FHL2 in

den genannten Modellen?
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3. Fragestellung der Arbeit

. Welche Aufgabe iibernimmt FHL2 in der RA im Hinblick auf die zentralen Prozesse
der Matrixdegradation?
. Lésst sich eine pathologische Relevanz von FHL2 in RA am Beispiel eines

Tiermodells in vivo verifizieren?
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4. Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Die Expression von FHL?2 in synovialem Gewebe und Primirkulturen

synovialer Fibroblasten von RA-Patienten.

4.1.1 Die Lokalisation und Expression von FHL?2 in synovialem Gewebe

Als erster Schritt sollte die Expression von FHL2 im rheumatoiden (RA) bzw.
osteoarthritischen (OA) Gewebe analysiert werden. Dafiir wurden Paraffinschnitte von
synovialem Gewebe von jeweils zehn verschiedenen RA- bzw. OA-Patienten mit Hilfe der
FHL2-spezifischen Antikérper F4B2 immunhistologisch gefirbt. Wie in Abbildung 5 zu
erkennen ist, zeigt sich im Vergleich zum OA-Patienten eine deutlich stirkere FHL2-Farbung
im RA-Gewebe. Besonders auffillig ist hier, dass die Expression im Bereich der synovialen
Deckzellschicht viel ausgeprigter ist als in tieferen Schichten der RA-Synovia. Im Vergleich
dazu ist die Farbung im OA-Gewebe insgesamt schwicher ausgeprigt und beschrinkt sich auf
einen dullerst schmalen Rand in der Deckzellschicht sowie auf Blutgefile, die das

Synovialgewebe durchziehen (Abb.: 5).

(neg.) Kontrolle

Abb. 5: Im Synovium von RA-Patienten ist die FHL2-Expression stark erhoht. Paraffinschnitte von synovialem
Gewebe aus insgesamt zehn RA- und OA-Patienten wurden mit den anti-FHL2-Antikérpern F4B2
immunhistologisch angefirbt (Abbildung zeigt représentative Farbungen) Die Zellkerne wurden mit Metylgriin
gegengefarbt. Im Vergleich zum OA-Gewebe ist die prominente Farbung im RA-Gewebe, die mit der FHL2-
Expression korreliert, sehr deutlich zu erkennen. Die Negativ-Kontrolle mit einem Isotyp-Antikérper unterstreicht die

Spezifitit der anti-FHL2 Férbung.
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Diese Beobachtungen sind besonders interessant, da gezeigt werden konnte, dass aktivierte
RASF in der Deckzellschicht, dem Lining, lokalisiert sind (Fassbender et al., 1998; Lafyatis et
al., 1989) und von hier aus nach ihrer Aktivierung an der Knorpelmatrix anheften. Auf diese
Weise vermitteln sie die Degradation der Knorpelmatrix (Miiller-Ladner 1997; Miiller-Ladner
1996). Die deutlich stirkere FHL2-Expression in inflammatorischem synovialen Gewebe
korreliert dariiber hinaus mit dem FHL2-Expressionsmuster wihrend kutanen Wundheilung
(Wixler et al., 2007). Hier kommt es nach Gewebeschiddigungen zu einer signifikant erh6hten
Expression von FHL2 in dermalen Fibroblasten.

Um zu untersuchen, ob die FHL2-Expression im Synovialgewebe in vivo durch die
fortdauernde Stimulation von proinflammatorischer Zytokinen hochreguliert ist oder die
FHL2-Uberexpression auch ein Charakteristikum stabil aktivierter synovialer Fibroblasten ist,

wurde die Expression von FHL?2 in isolierten RASF analysiert.

4.1.2 Die Expression von FHL2 in Primiirzellkulturen synovialer Fibroblasten

Um die FHL2-Expression in RASF bzw. OASF vergleichend analysieren zu kénnen, wurden
synoviale Fibroblasten von jeweils vier verschiedenen RA- und OA-Patienten isoliert und
iiber vier Passagen kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend im Westernblot und qRT-PCR
analysiert. Zudem wurde die Proteinexpression im relativen Vergleich zur f-Aktin-Expression
quantifiziert.

Auf Proteinebene ist die FHL2-Expression in RASF im Vergleich zu OASF auf das 2,23-
fache erhoht (Abb.: 6-A). Fiir die Untersuchung der FHL2-Expression auf transkriptionaler
Ebene wurden primdre synoviale Fibroblasten von vier verschiedenen RA- bzw. OA-
Patienten in der qRT-PCR analysiert. Hier zeigte sich eine auf das 2,42-fache erhohte FHL2-
mRNA-Menge in RASF relativ zur Expression in OASF (Abb.:6-B). Diese Analysen
unterstreichen die Beobachtungen aus der Histologie und belegen dariiber hinaus, dass die
FHL2-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene hochreguliert ist. Analog zur
Histologie konnte interessanterweise in den Westernblot-Analysen beobachtet werden, dass
die FHL2-Expression in RASF verschiedener Patienten deutlich variiert, aber die FHL2-
Expression im Vergleich zu OA-Patienten generell stark erhoht ist (Abb.: 7).

Aus diesen Ergebnissen lassen sich vier Aussagen iiber das FHL2-Expressionsmuster in RA
treffen. (1.) Im synovialen Gewebe von RA Patienten kommt es zu einer deutlich gesteigerten
FHL2 Expression, welche besonders in der synovialen Deckzellschicht zu beobachten ist.
Dabei kann (2.) die Stiarke der FHL2-Expression in verschiedenen RA-Patienten variieren.

Dies korreliert mit der Beobachtung, dass die Ausprigung der Rheumatoiden Arthritis von
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4. Ergebnisse

Patient zu Patient variieren kann (Pap et al., 2000). (3.) Die Uberexpression von FHL2 im
Synovium in den RASF ist auch wihrend der in vitro-Kultivierung zu sehen und kann im
Zusammenhang mit dem aktivierten Phénotyp der RASF stehen. (4.) Die Uberexpression von

FHL2 zeigt sich sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene sehr deutlich.
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Abb. 6: Erhohte FHL2-Expression in RASF auf transkriptionaler und Proteinebene. RASF
von vier verschiedenen RA- und OA-Patienten wurden lysiert und analysiert. (A): Fir den Nachweis der
Expression auf Proteinebene wurden Gesamtzelllysate in einem 10%igen Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem monoklonalen anti-Maus-Antikorper F4B2 detektiert. Die
Proteinexpression wurde im relativen Vergleich zur f-Aktin-Expression quantifiziert. (B): Die Expression
auf transkriptionaler Ebene wurde in der qRT-PCR bestimmt. Die relative Expression wurde nach 40

Amplifikationszyklen mit der von GAPDH verglichen
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Abb. 7: Die FHL2-Expression variiert zwischen verschiedenen RA-Patienten. Gesamtzelllysate
verschiedener RA und OA-Patienten (jeweils n = 4) wurden in einem 10% Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem monoklonalen anti-FHL2-Antikorper F4B2 detektiert. B-Aktin
wurde als Ladekontrolle verwendet. (Spur 1-4 = RASF; Spur 5-8 = OASF)

4.2 Proinflammatorische Zytokine steuern die FHL2-Expression

Die proinflammatorischen Zytokine TNFo und IL-1 sind zentrale Zytokine in der RA. Sie
sind Mediatoren der chronischen Inflammation, aktivieren synoviale Fibroblasten und
stimulieren die Expression von MMPs (Takemura et al., 2001; Zwerina et al., 2007). Im
Zusammenhang mit der erhohten FHL2-Expression im RA-Gewebe stellt sich nun die Frage,

ob TNFa bzw. IL-1 diese Hochregulation induzieren.

4.2.1 Inflammatorische Zytokine hemmen die FHL2-Expression

Um den Einfluss von TNFa und IL-1 auf die FHL2-Expression zu untersuchen, wurden
RASF unter Standardbedingungen kultiviert und iiber insgesamt 72 Stunden mit
rekombinantem, humanen TNFa (100 ng/ml) bzw. rekombinantem humanen IL-1B (100
ng/ml) stimuliert. Nach jeweils 24 Stunden wurde ein Teil der Zellen lysiert und die FHL2-
Expression mittels Westernblot bzw. qRT-PCR analysiert. Abbildung 8-A zeigt einen
reprasentativen Versuch, der belegt, dass die Stimulation der RASF mit TNFa
iiberraschenderweise eine hemmende Wirkung auf die FHL2-Expression auf mRNA-Ebene in
RASF hat. So nimmt die relative Expression von FHL2 bereits 24 Sunden nach Stimulation
mit TNFa um 50 % ab. Gegensatz zu unstimulierten Zellen zeigt sich nach 48 Stunden eine
Abnahme um 60 % und nach 72 Stunden eine Abnahme der FHL2-Expression um 70 %. In
den unstimulierten Zellen zeigt sich keine Reduktion der FHL2 Expression. In den
Westerblot-Analysen (Abb.: 8-B) ist zu erkennen, dass die FHL2-Menge nach TNFa-
Stimulation bereits nach 24 Stunden abnimmt. Diese Abnahme in der Proteinmenge setzt sich
mit weiterfiilhrender Stimulation deutlich fort, so dass nach 72 Stunden kaum noch FHL2-

Protein im Westernblot nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 8: TNFa hemmt die FHL2-Expression. RASF wurden mit TNFa (100 ng/ml) iiber insgesamt 72
Sunden stimuliert und die Expressen von FHL2 nach 0, 24, 48 und 72 Stunden analysiert. (A) pRT-PCR: Die
Expression auf transkriptionaler Ebene wurde mittels qRT-PCR im relativen Vergleich zur GAPDH-
Expression analysiert. Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der FHL2-Expression mit fortdauernder TNFo-
Stimulation. (B) Westernblot-Analyse: Gesamtzelllysate der stimulierten bzw. unstimulierten RASF wurden
in einem 10% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem monoklonalen anti-FHL2-
Antikdrper FAB2 detektiert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Auch auf Proteinebene zeigt sich

eine kontinuierliche Abnahme des FHL2 bei fortdauernder TNFo-Stimulation.
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Die Stimulation von RASF mit IL-1 zeigt einen &hnlichen, allerdings nicht so stark
ausgepragten inhibitorischen Effekt auf die FHL2-Expression. Nach 24-stiindiger Stimulation
mit IL-1 nimmt die FHL2-Expression im Vergleich zu unstimulierten Zellen um 30% ab.
Nach 48 Stunden betrdgt die FHL2 Menge noch 50% und nach 72 Stunden nur noch 20% der
Expression in nicht-stimulierten Zellen (Abb.: 9-A und -B).
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Abb. 9: Auch IL-1 inhibiert die FHL2-Expression. RASF wurden mit IL-1 (100 ng/ml) iiber insgesamt 72
Sunden stimuliert und die FHL2 Expressen nach 0, 24, 48 und 72 Stunden analysiert. (A) pRT-PCR: Die
FHL2 Expression auf transkriptionaler Ebene wurde mittels QRT-PCR im relativen Vergleich zur GAPDH-
Expression analysiert. Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der FHL2-Expression auf mRNA-Ebene bei
fortdauernder IL-1-Stimulation. (B) Westernblot-Analyse: Gesamtzelllysate der stimulierten bzw.
unstimulierten RASF wurden in einem 10% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem
monoklonalen anti-FHL2-Antikorper F4B2 detektiert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Auch auf

Proteinebene ist die IL-1-induzierte Hemmung von FHL2 zu beobachten.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass proinflammatorische Zytokine die Expression von
FHL2 sowohl auf mRNA- als auch in der Proteinebene hemmen. Diese Beobachtung steht im
Widerspruch zu den eingangs gezeigten histologischen Analysen. Eine weitere und in diesem
Kontext sehr interessante und wichtige Beobachtung ist, dass die Hemmung der FHL2

Expression durch TNFo sowohl auf der mRNA-Ebene, als auch auf der Proteinebene in den
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4. Ergebnisse

verschiedenen RASF variiert (Anhang 8.1: Abb.: Al). Dies kann, wie auch schon an anderer
Stelle beschrieben, auf die von Patient zu Patient variierende Auspridgung der RA
zuriickgefiihrt werden (Pap et al., 2000) was sich dariiber hinaus auch auf die funktionalen

Eigenschaften der RASF auswirken kann.

4.2.2 TNFa induziert ein 20 kDa grofles FHL2-Fragment

Die Westernblot-Analysen der TNFa-stimulierten RASF zeigten noch ein weiteres Ergebnis.
Bei der Detektion von FHL2 mit einem N-terminal gerichteten FHL2-Antikorper (F4B2)
zeigte sich nach der Stimulation mit TNFa eine weitere distinkte Proteinbande von ca. 20
kDa. Diese Bande nimmt bereits nach 24-stiindiger TNFa-Stimulation deutlich zu, wiahrend
die 32 kDa-Proteinbande, die dem monomeren FHL2-Protein entspricht, abnimmt (Abb.: 10).
Uberraschend ist in dieser Hinsicht, dass, je deutlicher der hemmende Effekt von TNFo auf
das FHL2-Protein zu sehen ist, desto stirker sich die Zunahme der, von dem mAB F4B2
detektierten, 20 kDa Bande zeigte. Genauer gesagt, je deutlicher die Abnahme der endogenen
FHL2-Bande, desto stirker die Zunahme des N-terminalen Peptids. Um zu untersuchen, ob es
sich tatsdchlich um eine Abspaltung des C-terminalen Bereichs handelt, wurde das FHL2-
Protein mit einem C-terminal gerichteten FHL2-spezifischen Antikorper, der die dritte LIM-
Domine erkennt, detektiert. Uberraschenderweise konnte dieses 20 kDa-Fragment hier nicht
nachgewiesen werden, was eine N-terminale Herkunft des Fragments unterstiitzt (Abb.: 10).
Um zu iiberpriifen, ob es sich bei diesem 20 kDa-Fragment moglicherweise um eine Splicing-
Variante des FHL2 handelt, wurden RASF von verschiedenen RA-Patienten unter
Standardbedingungen kultiviert und iiber 24 Stunden mit TNFa (100 ng/ml) stimuliert. Die
Zellen wurden lysiert, die Gesamt-RNA isoliert und in ¢cDNA iiberfiihrt, um die Expression
einer moglichen Splicing-Variante nachzuweisen. In der anschlieenden PCR wurden FHL2-
spezifische Primer eingesetzt, die es ermdglichten, die FHL2-mRNA-Sequenz partiell zu
amplifizieren. Abbildung 11 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten
Fragmente in einem Agarose-Gel. Deutlich zu erkennen sind die amplifizierten Fragmente
jeder einzelnen LIM-Domine, die sowohl in den TNFa-stimulierten, als auch in
unstimulierten RASF gleichsam nachgewiesen werden konnten. Die Analyse zeigt zum einen,
dass kein zuséitzliches Fragment amplifiziert wurde und zum anderen, dass auch in den
stimulierten RASF kein Fragment fehlt, was einen Hinweis auf eine Splicingvariante geben

konnte.
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Abb. 10: Nach TNFa-Stimulation entsteht ein N-terminales Fragment. RASF (n = 2) wurden fiir
insgesamt 48 Stunden in DMEM mit 10 % FKS kultiviert und mit TNFo (100 ng/ml) stimuliert. Die Zellen
wurden in Lyse-Puffer aufgeschlossen und die Gesamtzelllysate in einem 10% Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit dem monoklonalen anti-FHL2-Antikorper (C-term; linke Seite) bzw.
F4B2 (N-term; rechte Seite) detektiert. ERK1/2 wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Westernblot-
Analyse der Zelllysate zeigt, dass es zu einer TNFa-induzierten Abnahme des 32 kDa FHL2-Monomers
kommt. Die TNFa-induzierte Zunahme der 20 KDa-Fragmente kann allerdings nur mit dem N-terminal-

gerichteten Antikorper detektiert werden.
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Abb.: 11: Die Analyse der FHL2 mRNA zeigt keinen Hinweis auf mogliche Splicing-Varianten des
Gens. PCR-Analysen: RASF von zwei verschiedenen RA-Patienten wurden isoliert und unter
Standartbedingungen kultiviert. Die Zellen wurden in RLT-Puffer aufgeschlossen, die Gesamt-mRNA
aufgereinigt und in ¢cDNA umgeschrieben. Die Sequenzen wurden mit spezifischen Primern in der PCR

amplifiziert und in einem 1,5% Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
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Aus dieser Beobachtung ldsst sich schlussfolgern, dass es sich hier um ein N-terminales
FHL2-Fragment handelt, welches sich als eine distinkte Bande im Westernblot detektieren
lasst. Dies wiederum stiitzt die Vermutung, dass es sich um eine Abspaltung der C-terminalen
Aminosduren von FHL2 handeln konnte. Diese These wird auch durch die PCR-Analysen
unterstiitzt, in denen sich keine alternativen ,,Splicingvarianten von FHL2 mRNA
nachweisen lieBen (Abb.: 11). Genauen Aufschluss konnte hier allerdings nur eine ,,Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionisation (MALDI)-Analyse geben. Dennoch ist diese
Beobachtung fiir das Verstidndnis der Funktion von FHL2 in TNFa-induzierten Signalwegen

sehr wichtig und wird in dieser Arbeit noch an anderer Stelle ausfiihrlicher diskutiert
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4.2.3 TGFp induziert die FHL2-Expression in RASF

Die Beobachtung, dass die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1 die Hemmung der
FHL2-Expression induzieren, ist iiberraschend und wirft die Frage auf, was zur
Expressionszunahme des FHL2 wihrend der RA fiihrt. Moglicherweise sind es pro-
fibrotische Zytokine, die die Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten férdern. In
dermalen Fibroblasten ist im Zuge der Transdifferenzierung zu Myofibroblasten wiahrend der
Wundheilungsprozesse eine transient gesteigerte FHL2-Expression zu beobachten (Wixler et
al., 2007). In Studien zu Heilungsprozessen des Knorpelgewebes wihrend der Osteoarthrose
wurde TGFp als zentrales Zytokin identifiziert, welches den Aufbau der ECM stimulieren
kann (Blaney et al., 2006). Es ist seit lingerem bekannt, dass TGFB die Synthese von
Kollagen Typ II und Proteoglycanen, den wesentlichen Komponenten der cartilagilaren ECM,
stimuliert (Glansbeek et al., 1998). Gleichzeitig wird die Expression verschiedener matrix-
degradierender Enzyme gehemmt (Edwards et al., 1987). Dariiber hinaus haben Experimente
mit induzierter Arthrose in Méusen gezeigt, dass die Applikation von TGF den Verlust des
Proteoglykans und somit die Degradation der ECM verhindert (Glansbeek et al., 1998).
Basierend auf diesen Studien ergab sich die Hypothese, dass TGF ein moglicher Kandidat
sein kann, der Heilungsprozesse induziert, in deren Verlauf es auch zu einem Anstieg der
FHL2-Expression kommt. Zur Verifikation dieser Hypothese wurden Primérkulturen von
RASF (1x10° Zellen/ 6 cm-Schale) iiber einen Zeitraum von 72 Stunden mit TGFp (50 ng/ml)
stimuliert. Nach jeweils 24 Stunden wurde ein Teil der Zellen lysiert und die FHL2-
Expression mittels Westernblot bzw. qRT-PCR ausgewertet. Die Westernblot-Analyse zeigte
eine kontinuierliche Zunahme der FHL2-Expression wihrend der TGFB Stimulation iiber 72
Stunden. Dieses Ergebnis wurde durch die Untersuchungen in der qRT-PCR unterstiitzt, die
nach 72 Stunden eine Zunahme der FHL2-mRNA-Menge auf das vierfache zeigen (Abb.: 12-
A und -B). So konnte im Rahmen dieser Experimente nachgewiesen werden, dass TGFp tiber
den Aufbau der ECM (Blaney et al., 2006) hinaus auch die Expression von FHL2 induzieren
kann.

Zusammenfassend lassen sich aus den beschriebenen Experimenten folgende
Schlussfolgerungen ableiten: (1.) Die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1 haben
einen deutlich hemmenden Effekt auf die FHL2-Expression in RASF. (2.) TNFa induziert
moglicherweise die N-terminale Spaltung des FHL2-Proteins. (3.) TGFp hingegen ist ein
starker Induktor der FHL2-Expression.

34



4. Ergebnisse

x>
»

[ =4
(=]
2 B ynstimullert
g 3,0 FHL2 0 + TGFB
i
< —
z_ 20-
-}
2 ™
2% 1,0,
®
0
Oh 24h 48h 72h
B unstimuliert TGFB (50 ng/ml)

Oh 24h 48h 72h 0Oh 24h 48h 72h

PR ————————— LA 1y

= = | FHL2

Abb. 12: TGFp induziert die FHL2-Expression. RASF wurden mit TGFp (50 ng/ml) in DMEM-Medium

mit 10% FKS iiber insgesamt 72 Stunden stimuliert. (A): qRT-PCR: RASF wurden in RLT-Puffer

aufgeschlossen, die Gesamt-mRNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die relative Expression von FHL2

wurde im Vergleich zur GAPDH-Expression analysiert. Im Vergleich zu unstimulierten RASF zeigt sich eine

deutliche Zunahme der FHL2 mRNA-Menge nach Stimulation mit TGFf (B): Westernblot-Analyse: RASF

wurden in Lyse-Puffer aufgeschlossen und die Gesamtzelllysate in einem 10% Polyacrylamid-Gel

elektrophoretisch aufgetrennt. Die FHL2 Expression wurde mit dem monoklonalen anti-FHL2-Antikdrper

F4B2 detektiert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Analysen auf Proteinebene zeigen

ebenfalls eine Zunahme der FHL2-Expression nach Stimulation mit TGFf.
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4.3 Die FHL2-Expression im Verlauf der destruktiven Arthritis in der
hTNFtg-Maus

Die Suppression von FHL2 in RASF nach Stimulation mit TNFa und IL-1 war unerwartet
und zugleich tiberraschend, da sie im Widerspruch zu unseren Expressionsdaten im RA
synovialen Gewebe steht. Um in diesem Zusammenhang die Frage nach der FHL2-
Expression im Krankheitsverlauf untersuchen zu konnen, wurde das hTNFtg-Maus-Modell
zur Hilfe genommen.

Das von Keffer und Kollegen entwickelte hTNFtg-Mausmodell basiert auf einem 3’-
modifizierten humanen TNFa-Genkonstrukt, welches in die Keimzellen einer Wildtyp-
Mausline eingebracht wurde. Da die fiir die Regulation des hTNF-Gens wichtige 3 '-Sequenz
fehlt, kommt es zu einer starken Zunahme der Expression des hTNF-Gens. Die hTNFtg-Maus
zeigt ein dereguliertes Muster der hTNF-Gen-Expression in allen somatischen Zellen. In
Folge dessen kommt es bereits wenige Wochen nach der Geburt zur Ausbildung einer
chronischen inflammatorischen Polyarthritis (Keffer et al., 1991). Die hTNFtg-Maus
entwickelt schon vier Wochen nach der Geburt erste inflammatorische Reaktionen, in deren
Folge es zu einer starken, entziindungsbedingten Schwellung an den vorderen Extremitéten
kommt. In der sechsten Woche lassen sich bereits erste histologische Anzeichen einer
Knorpeldestruktion in den distalen Gelenken manifestieren, die sich in den folgenden Wochen
deutlich und sehr umfangreich auspriagen. Mit fortschreitendem Alter der Méduse kommt es
dann zu einer zunechmenden Immobilitdit, die mit der Ausprigung schwerer
Knorpeldestruktionen einhergeht. Nach ungefihr 16 Wochen sinkt die Uberlebensrate dieser
Mause signifikant ab und es zeigt sich eine vollstindige Zerstérung der Gelenke. Aufgrund
des kurzen Lebenszyklus sowie der stabilen systemischen TNFa-Spiegel bietet dieser
Modellorganismus die Moglichkeit, spezifische Fragestellungen im Verlauf der RA

beispielhaft zu untersuchen.

4.3.1 FHL2-Expression in synovialen Fibroblasten des hTNFtg-Mausmodells

Da hTNFtg-Maéuse systemisch erhohte TNFa-Spiegel aufweisen, sollte untersucht werden, ob
die FHL2-Expression auch in synovialen Fibroblasten dieser Méuse gegeniiber Wildtyp-
Maiusen erhoht ist. Dafiir wurden synoviale Fibroblasten aus den Knie- und Fullgelenken von
zwei verschiedenen hTNFtg bzw. Wildtyp-Méausen isoliert und in Kultur genommen. Die

FHL2-Expression wurde im Westernblot analysiert.
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In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass synoviale Fibroblasten der hTNFtg-Maus im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen ca. 2,3 fach hohere FHL2-Mengen exprimieren.

- N | FHL2
I

hTNFtg- Wildtyp-
Fibroblasten Fibroblasten

Abb. 13: Die FHL2-Expression ist in synovialen Fibroblasten der hTNFtg-Maus erhoht. Synoviale
Fibroblasten aus hTNFtg-Mausen bzw. Wildtyp-Méusen wurden isoliert und in DMEM mit 10 % FKS
kultiviert. Gesamtlysate dieser Zellen wurden in einem 10% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und mit dem anti-FHL2-Antikdrper F2B4 detektiert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die
Westernblot-Analyse zeigt eine deutliche Erhohung der FHL2-Proteinmenge in synovialen Fibroblasten der

hTNFtg-Maus im vergleich zu Fibroblasten der Wildtypmé&usen.

4.3.2 Die FHL2-Expression im Verlauf der destruktiven Arthritis ist transient

Mit der freundlichen Unterstiitzung von Birgit Niederreiter (im Labor von Prof. Dr. Kurt
Redlich an der Universitéitsklinik fiir Innere Medizin Abt. Rheumatologie unter der Leitung
von Prof. Dr. Josef Smolen, Wien/ Osterreich) war es mir mdglich die FHL2-Expression im
Verlauf der destruktiven Arthritis in der hTNFtg-Maus zu analysieren. Daflir wurden
Paraffinschnitte von Sprunggelenken von jeweils vier Tieren im Alter von 2-, 4-, 6-, 8-, 10-,
12-, und 14-Wochen mit FHL2-spezifischen Antikorpern gefarbt und von mir quantitativ
analysiert. Die Auswertung der histologischen Fiarbungen zeigte, dass die FHL2-Expression
bis zur 6. Woche postnatal deutlich zunimmt und hier ein Maximum erreicht. Zu diesem
Zeitpunkt ist die FHL2-Expression im Vergleich zum Wildtyp auf mehr als das Siebenfache
erhoht (Abb.: 14). Nach der sechsten Lebenswoche nimmt die sie stark ab, bleibt dann aber
bis zur 14. Woche auf einem stabilen Level. Im Vergleich zu Wildtyp-Méusen ist die FHL2-
Expression in den hTNFtg-Mausen zu diesem Zeitpunkt immer noch deutlich erhoht, und eine
ausgepragte klinische Symptomatik sowie deutliche Gelenkdestruktionen in histologischen

Analysen sind zu erkennen.
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Abb. 14: Transiente FHL2-Expression in der hTNFtg-Maus. (A): Immunhistologische Farbung:
Paraffinschnitte der Sprunggelenke von jeweils 4 hTNFtg- und Wildtyp-Mdusen wurden mit einem
polyklonalen anti-FHL2-Antikdrper Immunhistochemisch gefarbt. Die Zellkerne wurden mit Methylgriin
gegengefirbt (reprisentative Bilder der Farbungen). (B): Quantifizierung: Die prozentuale Farbung des
Synoviums in den Sprunggelenken wurde in jeweils vier hTNFtg-Méusen in verschiedenen Altersstufen
bestimmt. Die Quantifizierung der FHL2-spezifischen Fiarbung im synovialen Gewebe zeigt eine deutliche
Zunahme der FHL2-spezifischen Farbung von der zweiten bis zur sechsten Woche. In der achten Woche
nimmt die Farbung deutlich ab und bleibt von der zehnten bis zur 14. Woche gleichméBig ausgeprigt, im

Vergleich zum Wildtyp-Maus allerdings deutlich erhdht.
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Die gesteigerte FHL2-Expression im Synovium ist also im Verlauf einer TNFa-induzierten
destruktiven Arthritis transient, wobei das Expressions-Maximum deutlich vor einer
klinischen Manifestation der Krankheit erreicht wird. Letzteres korreliert mit Beobachtungen
in Wundheilungsprozessen. Hier kommt es in dermalen Fibroblasten und Myoblasten nach
Gewebeschadigungen zu einer signifikanten Zunahme der FHL2-Expression, die ebenfalls
transient ist und zur Heilung der Wunde beitrdagt (Wixler et al., 2007). Auch in der RA kommt
es zu Wundheilungsprozessen, die allerdings in den fortgeschrittenen und zunehmend
chronifizierten Stadien der RA unterbunden werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine
chronische Exposition der RASF zu proinflammatorischen Zytokinen die FHL2-Expression

hemmt und den Heilungsprozess somit blockiert.

4.3.3 Eine Hemmung der TNFa-Stimulation fiihrt zu gesteigerter FHL2 Expression.

Die vorangegangenen Studien haben herausgestellt, dass es in frilhen inflammatorischen
Stadien zu einer deutlichen Induktion der FHL2-Expresson kommt, die jedoch im Fortgang
der Chronifizierungsprozesse sowie durch lang anhaltende Exposition proinflammatorischer
Zytokine gehemmt wird.

Die Hypothese, dass FHL2 einen anti-arthritischen bzw. heilungsunterstiitzenden Effekt hat,
legt die Vermutung nahe, dass eine anti-TNFa-Behandlung nicht nur die synoviale
Inflammation verbessern sowie das Fortschreiten der RA unterbinden wiirde, sondern
vielmehr auch die Induktion von FHL2 stimuliert. Die Blockierung des TNFa-Signalwegs mit
Hilfe von TNFa-Rezeptor-Analoga bzw. TNFa-Antikérper, die das TNFa binden, sind derzeit
die effektivsten Therapieansitze in der Behandlung chronisch entziindlicher Erkrankungen
wie RA. Auch in der hTNFtg-Maus fiihrt die Applikation eines anti-hTNF Antikorpers zu
einer vollstindigen Unterdriickung der destruktiven Arthritis. (Keffer et al., 1991). In
verschiedenen Therapieversuchen, sowohl in der Arbeitsgruppe von Kurt Redlich als auch in
unserer eigenen Arbeitsgruppe, hat sich gezeigt, dass Infliximab (Remicade, Essex-Pharma),
ein chimdrer monoklonaler TNFa-spezifischer Antikorper, besonders wirksam in der
Behandlung der destruktiven Arthritis in diesen Mausen ist.

Um zu untersuchen, ob eine anti-TNFa-Behandlung die FHL2-Suppression aufhebt, wurden
jeweils zwei hTNFtg-Mause im Alter von vier Wochen iiber einen Zeitraum von sieben
Wochen hinweg zweimal wochentlich intra-peritoneale mit Infliximab-Injektionen (100
mg/kg Korpergewicht) behandelt. AnschlieBend wurden die Hinterpfoten dieser Mause
prapariert, die FHL2-Expression auf immunhistologischer Ebene quantifiziert und mit der von

unbehandelten hTNFtg-Méusen verglichen (Die histologischen Férbungen wurden im Labor
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von Prof. Dr. Kurt Redlich und Prof. Dr. Josef Smolen von Birgit Niederreiter in Wien
durchgefiihrt und vom Dissertanten in Miinster ausgewertet). Im Vergleich zu unbehandelten
hTNFtg-Miusen zeigte die Analyse der anti-TNFa-behandelten Tiere eine deutlich erhohte
FHL2-Expression in der synovialen Membran (Abb.: 15-A). Eine Quantifizierung der
Expression, bezogen auf die Intensitit der Farbung des Synoviums zeigt, dass die FHL2-

Expression nach der anti-TNFa-Behandlung um das Doppelte anstieg (Abb.: 15-B).
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Abb. 15: Eine anti-TNFa-Behandlung induziert FHL2-Expression. hTNFtg-Miuse (n = 2) wurden vier
Wochen nach Geburt i.p. mit Infliximab (100 mg/kg) bzw. PBS iiber sieben Wochen hinweg behandelt. (A):
immunhistologische Farbung: FHL2 wurde in Paraffinschnitten von Sprunggelenken von jeweils zwei 11-
Wochen alten hTNFtg-Mausen mit einem polyklonalen anti-FHL2-Antikorper detektiert. Die Zellkerne
wurden mit Methylgriin gegengefarbt. (B): Quantifizierung: Die prozentuale Farbung des Synoviums in den

Sprunggelenken wurde in jeweils 2 hTNFtg-Mausen bestimmt.
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Mit Bezug auf diese Ergebnisse stellte sich nun die Frage, ob eine anti-TNFa-Therapie in RA-
Patienten einen dhnlichen Effekt zeigen wiirde. Mit der freundlichen Unterstiitzung von Prof.
Dr. Paul-Peter Tak und Prof. Dr. Dominique Baeten (Academic Medical Centre Amsterdam
/Niederlande), die Gefrierschnitte von RA-Patienten zur Verfligung stellten, ergab sich die
Moglichkeit, die FHL2-Expression an arthroskopischer Biopsien von insgesamt acht RA-
Patienten vor und vier Wochen nach anti- TNFa-Behandlung zu analysieren und zu
quantifizieren. Die Auswertung der histologischen Firbungen bestdtigte den in hTNFtg-
Maiusen zuvor beobachteten Trend. Auch hier flihrte die vierwdchige anti-TNFa-Behandlung

zu einer deutlichen Induktion von FHL2 (Abb.: 16-A).
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Abb. 16: Eine anti-TNFa-Behandlung induziert FHL2-Expression auch in RA-Patienten. RA-Patienten
(n = 8) wurden vor bzw. vier Wochen nach anti-TNFa-Behandlung biopsiert. (A): Immunhistologische
Farbung: FHL2 wurde in Gefrierschnitten von synovialem Gewebe dieser Patienten vor und nach der anti-
TNFa-Behandlung mit dem monoklonalen anti-FHL2-Antikérpern F2B4 detektiert, die Zellkerne wurden
mit Metylgriin gegengefarbt. (B): Quantifizierung der relativen FHL2-spezifischen Firbung: Die

Bestimmung basiert auf der prozentualen Férbung der Gesamtfldche vor und nach der Behandlung.
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Im Vergleich zu den Beobachtungen in der hTNFtg-Maus zeigte sich in der quantitativen
Analyse der Biopsien der RA Patienten jedoch eine grofle Streuung. Von acht analysierten
Patienten hat einer nicht mit FHL2-Induktion auf die anti-TNFo-Behandlung reagiert,
wohingegen alle anderen Patienten eine Induktion auf das 1,5- bis 10-fache zeigten (Abb.: 16-
B). Dieser Unterschied zu der Maus lésst sich womoglich dadurch erkléaren, dass die hTNFtg-
Maus den gleichen Genotyp sowie einen nahezu konstanten systemischen TNFa-Level haben,
wohingegen die systemische Konzentration in den genetisch heterogenen RA-Patienten je

nach Stadium der RA deutlich variieren kann (Pap et al., 2000).
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4.4 Die FHL2-Defizienz fiihrt zu einer anhaltenden Aktivierung von p38-
MAPK

Die genauen Zusammenhinge der Signalwege, iiber die TNFa die Knorpeldestruktion
vermittelt, sind bis heute nicht vollstindig verstanden. Es gilt jedoch als gesichert, dass TNFa
ein zentraler Aktivator von MAP-Kinasen ist und ferner, dass im RA-Synovium alle drei
MAP-Kinasen aktiviert sind (Sundarrajan et al., 2003). Im Zusammenhang mit RA wird des
weiteren p38-MAPK eine Schliisselrolle in der Vermittlung der TNFa-Stimulation in
mesenchymalen Zellen zugesprochen (Suzuki et al., 2000). Am Beispiel des hTNFtg-Maus-
Modells konnte ferner gezeigt werden, dass die Blockierung von TNFa durch spezifische
Antikorper die Aktivierung von p38-MAPK, aber auch ERK, in der synovialen Membran
signifikant reduziert (Goertz et al., 2005; vgl. auch Meyer and Pap, 2005). Zudem
unterstreichen Studien in menschlichen Chondrozyten, dass die p38-MAPK ausschlaggebend
fiir die Aktivierung von MMP-13 ist (Mengshol et al., 2000).

4.4.1 FHL2 kolokalisiert mit phospho-p38-MAPK im Nukleus nach TNFa-Stimulation

Die wichtige Frage, die sich in diesem Zusammenhang stellt, ist, was mit FHL2 kurz nach der
Stimulation von RASF mit TNFa passiert. Zur Beantwortung dieser Frage wurden RASF in
24-Loch-Schalen auf Deckgléschen ausplattiert und in Standardmedium fiir ca. zwolf Stunden
kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen mit TNFa (100ng/ml) stimuliert. Nach jeweils 0,
60 und120 Minuten wurden die stimulierten RASF mit 4%igem Parafomaldehyd fixiert und
das FHL2-Protein und das Phospho-p38-MAPK mit spezifischen Antikérpern und mit Hilfe
der Fluoreszenz-Mikroskopie detektiert. (vgl. auch Meyer et al., 2008 in Revision).

In unstimulierten RASF ist FHL2 in peripher gelegenen fokalen Kontakten lokalisiert. Die
Stimulation mit TNFa fiihrt bereits nach 60 Minuten zu einer fast vollstindigen Translokation
des FHL2 in den Nukleus (Abb.: 17). Interessant ist, dass zu diesem Zeitpunkt das FHL2
kaum mit den fokalen Kontakten assoziiert ist. Nach 120 Minuten TNFa-Stimulation ist
iiberraschenderweise kaum FHL2-Protein im Zellkern zu finden. Vielmehr ist wieder eine
verstarkte Lokalisation in den fokalen Kontakten sowie eine diffuse Verteilung des FHL2 im
Zytosol zu beobachten. Eine Gegenfarbung auf die phosphorylierte Form des Proteins p38 (p-
p38) zeigt, dass dieses Protein in unstimulierten RASF ebenfalls mit den fokalen Kontakten
assoziiert ist und zu einer TNFa-induzierten Translokation von Phospho-p38 in den Nukleus
kommt. Parallel zu den Beobachtungen bei FHL?2 ist auch das phosphorylierte p38 nach 120

Minuten TNFa-Stimulation im Nukleus nicht mehr nachweisbar. Diese Ergebnisse sind
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iiberaus interessant und weisen darauf hin, dass TNFo die Translokation von FHL2 in den
Nukleus steuert und es ferner zu einer Kolokalisation von FHL2 mit der phosphorylierten
Form von p38 im Nukleus kommt. Hier wurde erstmals gezeigt, dass TNFa einen direkten
Einfluss auf die Translokation von FHL2 aus den fokalen Kontakten in den Nukleus hat. Die
Kolokalisation von FHL2 mit Phospho-p38 im Nukleus gibt dariiber hinaus erste Hinweise
auf eine mogliche Verbindung zwischen FHL2 und der TNFa-induzierten Transkription RA-
relevanter Gene, wie beispielsweise MMPs.

Diese Ergebnisse zeigen, dass nach TNFa-Stimulation FHL2 mit phosphoryliertem pP38-
MAPK in den Nukleus migriert und unterstreichen gleichzeitig eine regulatorische Funktion
von FHL2 im p38-MAPK-Signalweg. Ferner legt dies auch die Vermutung nahe, dass FHL2
in diesem Zusammenhang eine Rolle in der Expression von MMPs spielen konnte, was im

Folgenden untersuchen werden soll.
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Abb.: 17: TNFa induziert die Translokation von FHL2 in den Nukleus. RASF wurden auf Deckgldschen
ausplattiert und in Vollmedium inkubiert. Nach 24h wurden die Zellen mit TNFa (100 ng/ml) stimuliert und
nach 0, 1 und 2 Stunden fixiert. Alle Zellen wurden fiir die Immunfluoreszenz permeabilisiert und gegen
Phospho-p38 (rot) und FHL2 (griin) gefarbt. Die DNA wurde mit DAPI dargestellt. Im Vergleich zu
unstimulierten RASF (oben links) zeigt sich nach 1h eine deutliche Zunahme von p-p38 MAKP im Nukleus
(rote Farbung, oben Mitte), die bereits 2 Stunden nach der Simulation wieder abnimmt (oben rechts). In
unstimulierten Zellen ist FHL2 (griine Farbung Mitte links) im Zytosol mit den fokalen Kontakten assoziiert.
Bereits 1h nach der TNFa-Stimulation ist nahezu das gesamte FHL2 im Nukleus zu finden (Mitte). Zwei
Stunden nach der Stimulation zeigt sich nur noch eine schwache FHL2-Farbung im Kern, wohingegen die
Firbung in den fokalen Kontakten wieder zunimmt (Mitte, rechts). In der Uberlagerung (rot und griin) zeigt sich
deutlich, dass beide Proteine in den fokalen Kontakten assoziiert sind (unten links) und es nach einstiindiger
TNFa-Stimulation zu einer Kolokalisation im Kern kommt (unten Mitte). Nach zweisiindiger TNFa-Stimulation
ist diese Kolokalisation kaum noch nachweisbar und es zeigt sich eine Zunahme der Farbung an den fokalen

Kontakten (unten, rechts).

45



4. Ergebnisse

4.4.2 FHL2-defiziente mesenchymale Stammzellen zeigen eine stabile p38-Aktivierung

nach TNFa-Stimulation

Die Beobachtung, dass TNFa nicht nur die Aktivierung von p38-MAPK, sondern auch die
gemeinsame Translokation von p38-MAPK und FHL2 in den Nukleus induziert, wo es mit
p38-MAPK kolokalisiert, ist neu und gleichsam unerwartet. Diese Entdeckung wirft die Frage
nach einer mdglichen Beteiligung von FHL2 an der TNFa-induzierten Aktivierung des p38-
MAPK- Signalweges auf.

Um dies zu untersuchen wurden murine, FHL2-defiziente, mesenchymale Stammzellen bzw.
Wildtyp-Stammzellen iiber einen Zeitraum von insgesamt 20 Minuten mit TNFa (10 ng/ml)
stimuliert, anschlieBend lysiert und im Westernblot analysiert (Mit freundlicher Unterstiitzung
von PD Dr. Viktor Wixler). Die Auswertung zeigte, dass es in den FHL2-defizienten
mesenchymalen Stammzellen nach TNFa-Stimulation zu einer anhaltenden Phosphorylierung
von p38-MAPK sowie Substrat MAPKAP kinase 2, dem direkten Substrat von p38, kommt.
In Wildtyp-Zellen hingegen konnte nur eine kurzfristige Aktivierung der p38-MAPK
beobachtet werden (Abb.: 18). Im Vergleich zu Wildtypzellen zeigen die FHL2-defizienten
mesenchymalen Stammzellen (MSC) allerdings keine Unterschiede in der TNFa-induzierten
Aktivierung der NF-xB-, PI-3K-Akt-, ERK1/2- und JNK-Signalwege (Meyer et al., 2008 in

Revision).
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Abb.18: FHL2-defiziente Zellen zeigen eine stabile p38-Aktivierung nach TNFa-Stimulation.
Mesenchymale Stammzellen aus FHL2"" und FHL2"" Méusen wurden iiber Nacht in Medium mit 5% FKS
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit TNFa (10 ng/ml) stimuliert und nach 0, 5, 10 oder 20
Minuten in Lyse-Puffer aufgeschlossen. Die Gesamtlysate wurden in einem 10% Polyacrylamid-Gel

aufgetrennt und mit spezifischen Antikdrpern im Westernblot analysiert.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass diese Ergebnisse zum einen beweisen, dass TNFa die
Translokation von FHL2 in den Nukleus induziert, wo es zur Kolokalisation mit p-p38
kommt. Zum anderen zeigen die Ergebnisse dariiber hinaus, dass FHL2 an der Steuerung der
p38-Phosphorylierung beteiligt ist und unterstreichen eine direkte Beteiligung von FHL2 am
p38-MAPK-Signalweg.

4.5 FHL2 reguliert die MMP-13 Expression

4.5.1 FHL2 silencing mittels RNAi-Technologie

Um die Funktion von FHL2 in RASF experimentell erarbeiten zu konnen, wurde ein
Protokoll etabliert, um die FHL2-Expression mittels RNAi-Technologie zu hemmen. Fiir
weitere Funktionsstudien mussten dabei zwei entscheidende Ziele erreicht werden. Zum einen
muss der RNAi-Effekt auf die FHL2-Expression so stark sein, dass mindestens 70% der
FHL2-Expression gehemmt wird. Zum anderen soll die Hemmung der Expression iiber

mehrere Tage anhalten.

unbehandelt +FHL2-siRNA +SCR siRNA

- | FHL2
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Abb.: 19: RNAi-vermittelte Hemmung der FHL2 Expression: RASF wurden mit FHL2-spezifischer bzw.
gescrambeleter (SCR)-siRNA fiir 24 Stunden transfiziert. Die Zellen wurden dann fiir weitere 48 Stunden
(insgesamt 72 Stunden) in DMEM und 10% FKS inkubiert, alle 24 Stunden wurde ein Teil der RASF in
Lyse-Puffer aufgeschlossen und die Gesamtlysate in einem 10% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und das FHL2-Protein in der Westernblot-Analyse mit dem monoklonalen anti-FHL2-Antikdrper
F2B4 detektiert.

Zu diesem Zweck wurden 7x10° RASF 24 Stunden vor der Transfektion in 6 cm-Schalen
ausplattiert und mit FHL2-spezifischen siRNA (5 mM) transfiziert. Zur Analyse der
Expression wurden alle 24 Stunden die Zellen jeweils einer Schale entnommen, lysiert und
der Gesamtzellextrakt mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. In der anschlieBenden
Westernblot-Analyse wurde die FHL2-Expression ausgewertet (Abb.: 19). Die Ergebnisse
dieser Vorversuche zeigen, dass mit Hilfe einer FHL2-spezifischen siRNA die FHL2-
Expression um 70-85% gehemmt werden kann und diese Hemmung iiber einen Zeitraum von

mindestens 48 Stunden aufrecht erhalten werden kann.
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4.5.2 Die RNAi-vermittelte Hemmung der FHL2 Expression steigert die TNFa-
induzierte Expression von MMP-1 und MMP-13

Durch die RNAi-vermittelte Hemmung der FHL2-Expression war es nun mdglich, die
Funktion von FHL2 in RASF néher zu untersuchen. Die bisher beschriebenen Studien zeigen,
dass die RA-relevanten inflammatorischen Zytokine, TNFa und IL-1, die FHL2-Expression
sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene in RASF hemmen. Dariiber hinaus
verlduft die FHL2-Expression in der Pathogenese einer TNF-induzierten destruktiven
Arthritis transient. TNFo wird mit der Induktion des aggressiven Verhaltens der RASF in
Verbindung gebracht (Takemura et al., 2001). Ferner ist bereits gut dokumentiert, dass IL-1
und TNFa die MMP-Expression in RASF initiieren und somit die Matrixdegradation wahrend
der RA einleiten (Feldmann et al., 1996, Miiller-Ladner et al., 1996). Des Weiteren ist FHL2
als Kofaktor in der Transkription beschrieben, der die Expression verschiedener Gene steuert.
In diesem Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass es in
TNFa-abhingiger Weise zusammen mit phosphoryliertem p38 in den Kern wandert. Daher
stellte sich nun die Frage, ob FHL2 einen Einfluss auf die Expression von RA-relevanten
MMPs hat. Dieser Frage sollte mit Hilfe von FHL2-Silencing und simultaner Zytokin-
Stimulation in RASF nachgegangen werden.

Zu diesem Zweck wurde eine Suspension von RASF (3x10° Zellen/ 10cm-Schale) in
insgesamt vier Petrischalen ausplattiert. Der erste Teil der RASF diente als Kontrolle und
blieb unbehandelt. Die RASF in der zweiten Schale wurden {iber 24 Stunden mit TNFa (100
ng/ml) stimuliert. Die RASF in der dritten und vierten Schale wurden gemifl dem etablierten
Protokoll mit FHL2-siRNA transfiziert und die vierte Schale im Folgenden mit TNFa (100
ng/ml) stimuliert. Nach 24 Stunden Inkubation unter Standardbedingungen wurden die Zellen
lysiert und die FHL2-Expression sowohl im Westernblot als auch in der qRT-PCR bestimmt.
Die Analyse der FHL2-Expression in der qRT-PCR zeigte eine TNFa-induzierte Reduktion
der FHL2-Expression um 70% im Vergleich zu Kontroll-RASF (Abb.: 20-A). Auch die
eingesetzte siRNA reduzierte die FHL2-Expression um mehr als 70% im Vergleich zur
unbehandelten RASF, wobei eine zusitzliche TNFa-Stimulation hier keinen weiteren Effekt
zeigte. Die Expressionsanalyse im Westernblot bestdtigte die in der qRT-PCR gewonnenen
Daten und zeigte ebenfalls eine deutlich verringerte FHL2-Expression in TNFa-stimulierten
Zellen (Abb. 20-A). Auch in den RNAi-gehemmten RASF war nur noch eine sehr schwache
FHL2-Proteinbande zu detektieren. Gleiches war auch nach der TNFa-Stimulation der RNAi-

gehemmmten RASF zu beobachten.
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Nachdem in den jeweiligen Ansdtzen der gewiinschte Effekt auf die FHL2-Expression
nachgewiesen wurde, war die Basis fiir die Analyse der MMP-Expression gelegt. Dabei sollte
sich primér auf die Expression der fiir die RA wesentlichen Metalloproteinasen konzentriert
werden. Aus diesem Grund wurden die entscheidenden MMPs MMP-1, MMP-3 und MMP-
13, mit Hilfe der qRT-PCR analysiert. Im Vergleich zu den Kontroll-RASF zeigte sich bei der
Analyse der MMP-1-und MMP-3-Induktion wie erwartet ein TNFa-induzierter Anstieg der
Expression auf das Dreifache (Abb.: 20-B und -C). Im Vergleich dazu zeigte die RNAi-
vermittelte Hemmung der FHL2-Expression keinerlei Auswirkungen auf diese MMPs. Die
TNFa-induzierte MMP-1- und MMP-3-Expression nach RNAi-vermittelter FHL2-Hemmung
iiberstieg jedoch die basale Expression in unbehandelten RASF auf mehr als das Dreifache
und fiel im Fall von MMP-1 damit um 25% hdoher aus als die TNFo-induzierte Expression in
ungesilencten RASF (Abb.: 20-B).

Die Expression von MMP-13, einem der zentralen MMPs, die wihrend der RA durch TNFa
induziert werden, wurde analog zu MMP-1 und MMP-3 durch die verminderte Expression
von FHL2 kaum beeinflusst (Abb.: 20-D). Die Kombination aus FHL2-Silencing und TNFa-
Stimulation fiihrte jedoch zu einer Steigerung der mRNA-Menge von MMP-13 im Vergleich
zu unbehandelten Zellen auf mehr als das Zehnfache sowie um das Sechsfache im Vergleich
zu FHL2-exprimierenden und TNFa-stimulierten RASF (Abb.: 20-D). Auch Westernblot-
Analysen des pro MMP-13-Enzyms bestitigen die hohe TNFa-vermittelte Induktion des
Proteins nach FHL2-Silencing (Abb.: 20-E). Diese Experimente zeigen eindeutig, dass FHL2
ein negativer Regulator der MMP-Expression, speziell der MMP-13-Induktion, darstellt und
ein Fehlen von FHL2 die TNFa-induzierte MMP-Expression deutlich steigert.
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Abb. 20: Die RNAi-vermittelte Hemmung von FHL2 steigert die TNFo-induzierte MMP-13-
Expression signifikant.(A-D): qRT-PCR: Die relative mRNA-Expression wurde mit spezifischen Primern
im relativen Vergleich zur GAPDH-Expression ermittelt. (E): Westernblot-Analysen: Gesamtlysate wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteinexpression mit spezifischen Antikdrpern detektiert. B-Aktin
diente als Ladekontrolle. Die Abnahme der Proteinexpression nach TNFa-Stimulation bzw. Silencing ist
deutlich zu erkennen. FHL2-silencing steigert die TNFo-induzierte MMP-13-Expression auch auf

Proteinebene deutlich.
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4.6 Die Uberexpression von FHL2 unterbindet die TNF-induzierte
MMP-13-Expression

Die beschriebenen Experimente stiitzen die Hypothese, dass FHL2 eine Repression der MMP-
Expression, speziell der MMP-13-Expression, vermittelt. Um diese Hypothese zu verifizieren
wurden RASF mit einer humanen FHL2-Sequenz transfiziert. In diesem Plasmid steht die
FHL2-Expression unter der Kontrolle des CMV-Promotors, so dass die Expression nicht
durch TNFa negativ beeinflusst werden kann. Dariiber hinaus besitzt das rekombinante FHL2
eine N-terminal gelegene myc-Sequenz (myc-tag). Fiir die Uberexpression des exogenen
FHL2 wurden RASF mit Hilfe des AMAXA-Transfektionssystems transfiziert. Die
Transfektion wurde gemidBl den Angaben des AMAXA-Protokolls fiir primére Fibroblasten
(NHDF-Nucleofactor Kit) durchgefiihrt. Mit Hilfe des AMAXA-Verfahrens wird das Plasmid
durch Elektroporation in die RASF gebracht. Somit erreicht diese Transfektionmethode in
Bezug auf RASF eine Transfektionseftizienz zwischen 60 und 75 %.

Die Transfektion wurde sowohl mit dem pCMV-FHL2 als auch mit dem entsprechenden
Leer-Vektor (pCMV-leer) durchgefiihrt. Die in Suspension transfizierten Zellen wurden
ausplattiert und 24 Stunden danach mit TNFa (100 ng/ml) fiir weitere 24 stimuliert und
anschlieend im Westernblot bzw. qRT-PCR analysiert.

Bereits 24 Stunden nach der Transfektion zeigte sich, im Vergleich zu den Kontroll-RASF, in
den pCMV-FHL2-transfizierten RASF eine Zunahme der FHL2-Expression auf mehr als das
Sechsfache, was sich sowohl in der qRT-PCR als auch im Westernblot bestétigen lie3 (Abb.:
21-A und -B). Des Weiteren konnte auch bestétigt werden, dass die TNFa-Stimulation keinen
Einfluss auf das rekombinant-exprimierte myc-FHL2 hatte. Die Abnahme des myc-FHL2
nach 48 h ist dadurch zu erkliren, dass die FHL2-Uberexpression auf einer Transfektion mit
einem Plasmid basiert, welches im Zuge von Zellteilungsprozessen verloren wird. Das
endogen-exprimierte FHL2 in diesen Zellen hingegen reagierte wie erwartet mit der Abnahme
des Proteins. Letzteres zeigte sich auch in den pCMV-Leer-transfizierten RASF (Abb.: 21-A
und B). Wie erwartet zeigte sich auf transkriptionaler Ebene in diesen RASF auch die TNFa-
induzierte Expression von MMP-13. In den pCMV-FHL2-transfizieren RASF konnte jedoch
keine Zunahme der MMP-13-Expression nach der Stimulation mit TNFa detektiert werden
(Abb.: 21-A). Das bedeutet, dass die Uberexpression von FHL2 tatsichlich die TNFa-
vermittelte Induktion von MMP-13 verhindert. Diese Daten liefern ein weiteres starkes Indiz

fiir einen moglichen anti-rheumatischen Effekt von FHL2.
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Abb.: 21: Die FHL2-Uberexpression unterbindet die TNFa-induzierte MMP-13-Expression. RASF
wurden mit dem pCMV-FHL2- bzw. pCMV-leer-Plasmid transfiziert und im Anschluss mit TNFa (100
ng/ml) stimuliert. (A). QRT-PCR. Vor bzw. 24 Stunden nach der Stimulation wurden die Zellen in RLT-
Puffer aufgeschlossen und die Expression relativ zur GAPDH-Expression analysiert. RECHTS: Es zeigt sich
eine deutliche Zunahme der FHL2-Expression bereits zum Zeitpunkt ,,0°. Dariiber hinaus zeigt sich, dass die
Stimulation mit TNFo die Exogene FHL2-Expression nicht beeintriachtigt. LINKS: Es kommt zu einer
TNFa-induzierten MMP-13-Expression in den MT-Vektor-transfizierten RASF. Im Gegensatz dazu zeigt
sich kein Anstieg der MMP-13-Expression in den MT-FHL2-transfizierten Zellen nach TNFa-Stimulation
(B). Westernblot-Analyse: RASF wurden lysiert und Gesamtlysate in einem 10 % Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Protein wurde im Westernblot mit dem FHL2-spezifischen Antikdrper
F2B4 detektiert. f-Aktin diente als Ladekontrolle.

Die Ergebnisse der hier beschriebenen Expressionsstudien belegen, dass erst eine Hemmung
von FHL2 die TNFa-vermittelte Induktion von MMP-13 in vollem Umfang ermdglicht.
Ferner fiihrt die Uberexpression von FHL2 zu einer kompletten Hemmung der TNFa-
induzierte MMP-13-Expression. Diese Studien stehen im Kontext mit dem bisher
beschriebenen Einfluss von proinflammatorischen und profibrotischen Zytokinen auf die
FHL2-Expression und unterstreichen dariiber hinaus eine zentrale regulatorische Beteiligung

in der Zytokin-vermittelten MMP-Expression in RASF.
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4.7 Die Hemmung der FHL2-Expression fiihrt zu einer deutlichen
Steigerung der Invasivitit rheumatoider Fibroblasten

Die fortschreitende Knorpelzerstorung wihrend der RA ist primér auf das invasive Verhalten
stabil aktivierter RASF zuriickzufiihren. Die Invasivitit selbst wird dabei durch die Fahigkeit
der RASF vermittelt, fest an die Knorpelmatrix zu binden und grofe Mengen
matrixdegradierender Enzyme zu sezernieren (Pap et al., 2000, Miiller-Ladner et al., 1996,
Miiller-Ladner et al., 1997). Im Rahmen der vorgestellten Studien wurde der direkte
Zusammenhang zwischen der Zytokin-vermittelten Hemmung der FHL2-Expression und der
Induktion der MMP-Expression bereits hergestellt. So ist zu beobachten, dass (1.)
proinflammatorische Zytokine die FHL2-Expression hemmen und (2.) erst eine Hemmung
von FHL2 die maximale Induktion der Kollagenase MMP-13 ermdglicht. Dariiber hinaus
inhibiert (3.) die FHL2-Uberexpression die TNFa-induzierte MMP-13-Expression. Die
umfangreichen Kontrollmechanismen der MMP-Expression und —Aktivierung wurden bereits
an anderer Stelle ausfiihrlich erdrtert. Danach korreliert eine gesteigerte MMP-Expression
nicht unbedingt mit der gesteigerten Aktivitit der MMPs, was das invasive Verhalten der
RASF positiv beeinflusst. Die Frage, ob das Fehlen von FHL2, welches, wie bereits gezeigt,
zu einer gesteigerten TNFa-induzierten MMP-13-Expression fiihrt, dariiber hinaus auch das
invasive Verhalten der RASF steuert, ist der zentrale Gegenstand der folgenden

Invasionsstudien.

4.7.1 Aufbau und Funktionsweisen des MATRI-Assays

In der Literatur sind derzeit unterschiedliche Methoden beschrieben, mit denen sich das
invasive Verhalten von Zellen messen lédsst. Sehr weit verbreitet ist in diesem Zusammenhang
die Verwendung der Boyden-Kammer. Dieses System beruht darauf, dass invasive Zellen
eine so genannte ,basement membrane” durchdringen, die auf einen Polycarbonatfilter
aufgebracht ist. Die relative Invasivitit wird dabei durch histologische Farbung der
durchgewanderten Zellen auf der Unterseite der Membran gezihlt (Albini et al., 1987).
Allerdings hat diese Methode deutliche Nachteile, da nicht alle durchgewanderten Zellen
histologisch gefarbt und somit erfasst werden kdnnen.

Eine andere Variante der Invasivitdtsmessung ist der so genannte ,,Trans Epithelia Electrical
Resistens™ (TEER)-Assay (Zak et al., 2000; Ludwig et al., 2002). Diese elekrophysiologische
Methode misst die zeitaufgeloste Invasivitét als direkte Funktion des Zusammenbruchs des

elektrischen Widerstands einer Zellschicht (Monolayers). Der zentrale Bestandteil des TEER-
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Assays ist ein Monolayer aus ,,Mardin-Darby canine kidney* C7-Zellen (MDCK-C7-Zellen)
(Zak et al., 2000), die auf der semipermeablen Membran eines Filtereinsatzes in einer 6-Loch-
Platte kultiviert werden. Ein konfluenter MDCK-Monolayer ist auf Grund seiner Struktur und
der Beschaffenheit seiner ,,Tight Junctions® in der Lage, einen elektrischen Widerstand von
bis zu 5.500 Ohm/ cm’ zu generieren. Invasive Zellen, die auf diesem Monolayer ausgesit
werden, sezernieren Matrix-zerstorende Enzyme und wandern in den MDCK-Zelllayer ein,

was einen Zusammenbruch des elektrischen Widerstands zur Folge hat.

TEER (Ohm)

+——— Messgerat

+—— Messelektroden

Obere Kammer
(Filtereinsatz)

+1- DMEM-Medium

e +1— Kollagenmatrix
BRI R T i

- o i( S sn:mi;:)ermeable
MDCK-C7-Zellen emaran

untere
Kammer

Abb.: 22: Aufbau des Matri-Assays: Der Matri-Assay basiert auf einer Ionen-undurchldssigen MDCK-
Zellschicht, die die Ausbildung eines transepithelialen Widerstandes (TEER) zwischen der oberen und der
unteren Kammer ermdglicht. RASF, die in die obere Kammer ausgesédt werden, zerstoren die Kollagenmatrix

und permeabilisieren die MDCK-Zellschicht, was den Zusammenbruch des TEERs unmittelbar zu Folge hat.

54



4. Ergebnisse

Im Zusammenhang mit FHL2 sollte primidr die MMP-vermittelte Degradation der
Knorpelmatrix untersucht werden. Daher wurde der TEER-Assay an diese Fragestellung
adaptiert, indem der MDCK-C7-Monolayer auf der Unterseite der Membran des
Filtereinsatzes aufgebracht wurde und die Oberseite mit einer kiinstlichen Matrix aus
Kollagen Typ I, dem Hauptsubstrat von MMP-13, beschichtet wurde (vgl. Abb.: 22). Der so
entwickelte MATRI-Assay erfiillt nun zwei flir die Analyse der RASF-Invasivitit essentielle
Bedingungen. Zum einen kann die Invasivitit der RASF zeitnah und im Verlauf gemessen
werden, zum anderen ermdglicht das Aufbringen der kiinstlichen Kollagenmatrix, dass die
gemessene Invasivitit auf das spezifische Wirken von Collagenasen wie MMP-1 und MMP-

13 zuriickzufiihren ist.

4.7.2 Die Hemmung von FHL2 fiihrt zu einer deutlichen Steigerung der Invasivitit

von RASF

Um zu untersuchen, ob die durch FHL2-Hemmung gesteigerte TNFoa-induzierte MMP-13-
Expression auch Auswirkungen auf die Invasivitit der RASF zeigt, wurden RASF mit FHL2-
spezifischer siRNA transfiziert und tiber Nacht unter Standardbedingungen inkubiert, bevor
sie am folgenden Tag im Matri-Assay eingesetzt wurden. Parallel dazu wurde der Matri-
Assay, wie in den Methoden beschrieben, vorbereitet und, nachdem der MDCK-C7-
Monolayer in den einzelnen Kavititen einen Widerstand zwischen 3500 und 4000 Ohm/cm®
aufgebaut hatte, die RASF in die entsprechenden Kavitidten ausgesit. Als Positivkontrolle
wurden hoch invasive, humane A7-Melanomzellen in gleicher Zellzahl ausgesit. Im
Anschluss wurde der elektrische Widerstand {iber einen Zeitraum von sieben Tagen, jeweils
zweimal tdglich, gemessen. Fiir die Auswertung wurden die transepithelialen Widerstinde der
verschiedenen Kavititen zum Zeitpunkt ,,0° als Ausgangswert (100 %) zu Grunde gelegt. Die
Starke der Invasivitdt wird dabei ausgedriickt als die Halbwertszeit der TEER (tm). Wie
erwartet haben die hochinvasiven A7-Zellen den TEER bereits nach 48 Stunden vollstindig
durchbrochen (Abb.: 23). Auch die unbehandelten RASF zeigen erwartungsgemif3 ein
invasives Verhalten. Nach 120 Stunden Inkubation auf Kollagen-beschichteten Filtereinsétzen
zeigte sich hier sie einen deutlichen Zusammenbruch der TEER. Im Gegensatz dazu
permeabilisierten die TNFa-stimulierten RASF den MDCK-Zelllayer bereits nach 80
Stunden. Dass die RNAi-vermittelte Hemmung des FHL2 im Vergleich zu unbehandelten
RASF keinen deutlichen Unterschied in der Invasivitit hatte, war nicht iiberraschend, da es im
Einklang mit den Ergebnissen der MMP-Expression steht. Allerdings steigert die RNAi-
vermittelte FHL2-Hemmung die Invasivitit TNFa-stimulierter RASF sehr stark. So fallt der
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transepitheliale Widerstand bei diesen Zellen schon nach 60 Stunden unter den 50 %-Wert ab
(Abb.: 23). Wenige Stunden spéter ist der transepitheliale Widerstand in diesen Messungen
komplett zusammengebrochen. Somit zeigen FHL2-gesilencte RASF nach TNFa-Induktion
ein dhnlich starkes invasives Verhalten wie die sehr tumorgenen und metastasierenden A7-
Melanomzellen.

Aus diesen Studien lésst sich Folgendes ableiten: (1.) Die Hemmung von FHL?2 fiihrt zu einer
sehr deutlichen Zunahme des invasiven Verhaltens TNFa-stimulierter RASF im Matri-Assay.
(2.) Diese Zunahme korreliert mit der stark gesteigerten MMP-13-Expression in diesen
Zellen. Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle des FHL2 in der Hemmung der
MMP-Expression und dariiber hinaus den deutlichen Einfluss von FHL2 auf das invasive

Verhalten der RASF in vitro.
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Abb.: 23: Die FHL2-Hemmung steigert die TNFa-induzierte Invasivitit der RASF. Die Invasivitit der RASF
wurde durch Messung des TEER zweimal tiglich bestimmt. Humane A7-Melanomzellen bzw. MDCK-C7-Zellen
dienten als Kontrolle. (A) : Graphische Auftragung des relativen transepithelialen Resistenz in Prozent im
Vergleich zum Ausgangswert (Zeitpunkt = 0) im jeweiligen Ansatz. Im Vergleich zu unstimulierten bzw. TNFa-
stimulierten RASF ist die Zunahme den Invasiven Verhaltens der FHL2si-behandelten RASF nach TNFa-
Stimulation deutlich zu erkennen (Kreuz) (B): Darstellung der Invasivitit relativ zur Zeit. Auch hier zeigt sich die

deutliche Zunahme der Invasivitdt FHL2si-behandelter RASF nach Stimulation mit TNFa.
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4.8 FHL2-Defizienz fithrt zu einer deutlich gesteigerten Knorpel- und
Knochendestruktion in der hTNFtg-Maus.

4.8.1 Die Generierung der hTNFtg-FHL2 Maus

Um der Frage nachzugehen, welche Rolle das FHL2-Protein in vivo im Verlauf der RA hat,
wurde die FHL2” hTNFtg-Maus generiert. Dafiir wurden ménnliche hTNFtg-Méuse mit
weiblichen FHL2-KO-Miusen verpaart. Die daraus hervorgegangenen hTNFtg-FHL2" -
Hybride waren lebensfdhig und zeigten kurz nach der Geburt keine sichtbaren Unterschiede
zu FHL2"Miusen, entwickelten aber den typischen Phinotyp einer hTNFtg-Maus. Analog zu
den hTNFtg-Méusen wurden die hTNFtg-positiven Tiere mit wochentlichen Infliximab-
Injektionen 1i.p. behandelt. Ca. 6 Wochen nach der Geburt und mit Erreichen der
Geschlechtsreife wurden ménnliche Hybride mit weiblichen FHL2"-Miusen verpaart. Aus
diesen Verpaarungen entstand die hTNFtg-FHL2"Maus, die die Grundlage der folgenden in

vivo-Analysen bildete

4.8.2 hTNFtg-FHL2-defiziente Miuse zeigen klinisch eine deutlich gesteigerte

Progression der destruktiven Arthritis

Um den Krankheitsverlauf anhand klinischer Parameter studieren zu koénnen und um eine
Aussage iiber Unterschiede in der Krankheitsentwicklung treffen zu konnen, wurden die
Gewichtsentwicklung sowie die Griffstirke der vorderen und hinteren Extremitéten
wochentlich gemessen. Dazu wurden die Méuse in vier Gruppen eingeteilt: FHL2""-Miuse
(n=5), FHL2""-Miuse (n= 5), hTNFtg-Miuse (n= 4) sowie hTNFtg-FHL2" Miuse (n= 4).

Abbildung 24-A zeigt die vier analysierten Maustypen im direkten Grofenvergleich. Wie
erwartet zeigen sowohl Wildtyp- als auf FHL2”"Miuse keine Anzeichen einer krankhaften
Verdanderung der Extremititen (Abb.: 24 -B). Die durch die fortschreitende destruktive
Arthritis bedingte Deformation der Extremititen ist bei der hTNFtg-Maus bereits zu
erkennen. Im direkten Vergleich dazu zeigt die hTNFtg-FHL2” Maus im gleichen Alter

allerdings deutlich ausgeprégtere Deformationen aller vier Extremitéten (Abb.: 24-B).
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Abb.: 24: Die analysierten Maustypen im direkten Vergleich: (A) Fotografie der vier analysierten
Maustypen im Vergleich. Die hTNFtg-FHL2Maus (re.) unterscheidet sich auch in Bezug auf die
KorpergroBBe deutlich von den drei anderen Maustypen (B) Fotografien der jeweils rechten hinteren
Extremitit der vier Maustypen. Die hTNFtg-FHL2”Maus zeigt schwere Deformationen der Extremitit die
deutlich pragnanter sind als im Vergleich zur hTNFtg-Maus (2. v.re.).

In Bezug auf die gemessenen Parameter Gewichtsentwicklung und Griffstirke unterschieden
sich FHL2-defiziente Méuse nicht vom Wildtyp. So ist in beiden Gruppen eine deutliche
Gewichtszunahme iiber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg zu messen und die
Griffstarke blieb konstant. Im Gegensatz dazu zeigen sowohl hTNFtg- als auch hTNFtg-
FHL2""-Miuse im gleichen Zeitraum einen deutlichen Gewichtsverlust (Abb.: 25-A). Dieser
Gewichtsverlust ist allerdings bei den hTNFtg-FHL2”-Miusen deutlich stirker ausgeprigt, so
dass sich dieser Maustyp bereits wenige Wochen nach der Geburt in Bezug auf Gréfle und
Gewicht nicht nur von Wildtyp- oder FHL2"-Mausen, sondern auch von den hTNFtg-Miusen
deutlich unterschied. So lag das Durchschnittsgewicht der Gesamten Gruppe in der zehnten
Lebenswoche bei 9,7 g. Eine gesunde Wildtyp-Maus hat in diesem Alter hingegen
gewoOhnlich ein Gewicht von ca. 21 g erreicht (Abb.: 25-A). In Bezug auf die Griffstirke war
zu beobachten, dass die hTNFtg-FHL2"Mause bereits in der sechsten Lebenswoche kaum

noch Greifbewegungen verrichten konnten. Nach der neunten Lebenswoche konnten diese
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Tiere weder die vorderen noch die hinteren Extremititen gebrauchen, und eine
Greifbewegung war ab diesem Stadium unmdglich. Im Kontext zu dem deutlichen Verlust der
Griffstirke steht auch die steigende Immobilitit der hTNFtg-FHL2"Miuse (nicht gezeigt),
was auf eine deutlich aggressivere Progression der RA hinweist (Abb.: 25-B). Dariiber hinaus
kam es bei den hTNFtg-FHL2""Miusen zu einer deutlich hoheren Sterblichkeit bzw. kamen

Totungen der Tiere aus ethischen Griinden haufiger vor.
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Abb.: 25: Die hTNFtg-FHL2"-Maus zeigt klinische Hinweise auf eine deutlich geseigerte Progression der
destruktiven Arthritis. (A). Messung des Korpergewichts. hTNFtg-FHL2” Miuse zeigen schon 4 Wochen nach der
Geburt ein geringeres Gewicht. Im Vergleich zur hTNFtg-Maus kommt es innerhalb von 10 Wochen zu deutlichen
Gewichtsverlusten. (B) Bestimmung der Griffstirke: Die hTNFtg-FHL2"Maus zeigt in den ersten acht Wochen

einen deutlichen Verlust der Griffstéirke, die sich im weiteren Verlauf bis zur kompletten Immobilitdt steigert.
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4.8.3 hTNFtg-FHL2-defiziente Miuse zeigen umfangreichere und ausgepragtere
Gelenkzerstorungen als hTNFtg-Miuse

Da die Gewichtsentwicklung sowie die Entwicklung der Griffstirke und die stark reduzierte
Lebensspanne der hTNFtg-FHL2""-M#use im Vergleich zur hTNFtg-Maus auf einen deutlich
aggressiveren Verlauf der destruktiven Arthritis hinweisen, wurde nachfolgend analysiert, ob
die hTNFtg-FHL2"-Maus auch in der Ausprigung der Knorpeldestruktion Unterschiede
zeigt. Zu diesem Zweck wurden 11 Wochen alte Méuse aus jeder Gruppe getdtet, die

Sprunggelenke isoliert, entkalkt und in Paraffin gebettet.

Wildtyp- FHL2 "
Maus Maus Maus Maus

B 100

80 -

60 1

40 1

20 1

Gesamtknorpelflache [%)]

Wildtyp- FHL2" hTNFtg- hTNFtg-FHL2"
Maus Maus Maus Maus
Abb. 26: hTNFtg-FHL2-/-Miuse zeigen eine grofiere und umfassende Ausprigung der

Knorpeldestruktion. (A): Histologie: Tuloidinblau-gefarbte Paraffinschnitte der Sprunggelenke aus
den vier beschriebenen Maustypen. Das im Vergleich zu hTNFtg-Maus bereits weit fortgeschrittene
Stadium der Knochen- und Knorpeldestruktionen in den Sprunggelenken der hTNFtg-FHL2-/-Maus
deutlich zu erkennen (B): Quantitative Auswertung: Prozentuale Bestimmung der nachweisbaren
Gesamtknorpelfliche. Die messbare Gesamtknorpelfliche der hTNFtg-FHL2-/-Maus entspricht zu
diesem Zeitpunkt 30 % Flédche in gleichaltrigen Wildtypmausen.
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Histologische Analysen an Tuloidinblau-gefarbten Paraffinschnitten dieser Sprunggelenke (
die Sprunggelenke wurden von mir prapariert und geschnitten und von Katja Neugenauer und
Dr. Adelheid Korb-Pap gefirbt und quantifiziert), zeigen einen hohen Grad der
Knochenerosion in der hTNFtg-FHL2"-Maus, der nicht nur im Vergleich zu FHL2"- und
Wildtyp-Médusen, sondern auch im direkten Vergleich zu hTNFtg-Mausen in seiner
Auspragung unerwartet stark ist (Abb.: 26). So sind in Sprunggelenken der hTNth-FHL2'/ -
Maus kaum oder nur noch in Fragmenten intakte Knorpelfliche zu sehen. Dies zeigt auch die
Quantifizierung der Knochenoberflichen aller vier Gruppen zu diesem Zeitpunkt. So
entspricht die messbare Knorpeloberfliche in den Sprunggelenken der hTNFtg-FHL2” Maus
nur noch einem Drittel der Knorpelflache, die in Wildtypmédusen zu finden ist. Ein Vergleich
mit der hTNFtg-Maus zeigt, dass die vorhandene Knorpelfliche der hTNFtg-FHL2"-Maus
nur 60% der der hTNFtg-Maus entspricht. Um das Ausmal} der destruktiven Arthritis in der
hTNFtg-FHL2""-Maus weiter zu analysieren, wurden 13,5 Wochen alte Miuse aus jeder
Gruppe getotet, die hinteren Extremitéten isoliert, die Knochen von Fell, Bindegewebe und
Sehnen frei prépariert und an der Universitit von Southhampton ausgewertet. Mit
freundlicher Unterstiitzung von Dr. Neil Smith und Dr. Andrew Moffat wurden die
Sprunggelenke dieser Tiere in einem speziellen Micro-Computertomographen (nCT)
analysiert. Zur Rekonstruktion des Tomogramms wurden 1600 Rontgenaufnahmen bei einer
Expositionszeit von 2 Sekunden wihrend 360°-Rotationen aufgenommen. Ein vollstindiges
CT-Image setzt sich aus 1600 einzelner Rontgenaufnahmen zusammen, die zu einem
dreidimensionalen Bild zusammengesetzt wurden.

Wie in Abbildung 27 zu erkennen, unterscheiden sich die Sprunggelenke von FHL2” -M&usen
visuell nicht von Sprunggelenken der Wildtyp-Mause gleichen Alters (Abb.: 27-A). Der fiir
die FHL2""-Maus beschriebene osteoporotische Phénotyp ist hier noch nicht zu erkennen, was
auf das geringe Lebensalter der hier betrachteten Méause zurlickzufiihren ist. Wie erwartet
zeigen die CT-Aufnahmen der hTNFtg-Maus zum gleichen Zeitpunkt eine deutliche
Knochendestruktion im Bereich des unteren und oberen Sprunggelenks. Hier sind nahezu alle
Knochen des Sprunggelenks von der Destruktion betroffen (Abb.: 27-A). Dariiber hinaus
zeigt der distale Gelenkkopf ebenfalls Spuren einer Knochenzerstérung. Im Vergleich dazu
zeigt die hTNFtg-FHL2"Maus ein schr starkes AusmaB der Knorpelzerstérung sowohl in den
Sprunggelenken als auch in den Metatarsalia (Abb.: 27-A und -B). So sind groe Teile des
oberen Sprunggelenks komplett zerstort. Ebenso ist eine deutliche Destruktion des distalen
Tibiakopfes zu erkennen. Das untere Sprunggelenk ist von der Destruktion ebenfalls stark

betroffen, so dass nur noch einzelne Fragmente nachgewiesen werden konnten (Abb.: 27-A).
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Das im Rahmen dieser Studien unerwartet schwere und umfassende Ausmal} der Knorpel-
und Knochenzerstorung korreliert sowohl mit dem beschriebenen regulatorischen Effekt von
FHL2 auf die MMP-13-Expression als auch mit dem Expressionsmuster in RA- bzw.
hTNFtg-Gewebe und unterstreicht somit die Funktion von FHL2 als kritischen Regulator in

der Progression der Knorpel- und Knochenzerstdrung in der RA.

hTNFtg- hTNFtg-FHLZ™
Maus Maus

N
.'F- -‘:"]

S

Abb.27: Umfassende Destruktionen in den Knochen der hTNFtg-FHL2"-Maus (A): Mikro-CT-Aufnahmen
der Sprunggelenke aller vier beschrieben Maus-Typen. Die umfassenden Knochenzerstdrungen im Bereich des
Sprunggelenks der hTNFtg-FHL2"Miuse sind deutlich zu erkennen. (B): Mikro-CT-Aufnahmen der
Querschnitte der Metatarsalen dieser Tiere. Die Aufnahmen zeigen den Querschnitt der Metatarsalen. Die
deutliche Zunahme der Knochendestruktion bei der hTNFtg-FHL2" Maus im Vergleich zur hTNFtg-Maus sind

auch in den Metatarsalen deutlich zu beobachten.
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5 Diskussion

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse haben eine zentrale Funktion von
FHL2 als negativen Regulator der MMP-13-Expression in der RA beschrieben. So konnte
gezeigt werden, dass in initialen Phasen der Knorpeldegradation die Expression von FHL2 im
Synovialgewebe stark induziert ist. In Folge einer zunehmenden Chronifizierung und eines
pathologisch erhohten Spiegels proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-1 kommt es
allerdings zu einer umfassenden Inhibition der FHL2-Expression. Obwohl die Hemmung von
FHL2 allein keine Auswirkung auf das invasive Verhalten von RASF zeigte, fiihrte sie jedoch
zu einer sehr pragnanten Steigerung der TNFa-induzierten Expression von MMP-13. In Folge
dessen wurde auch ein deutlich gesteigertes invasives Verhalten der RASF beobachtet. Diese
in vitro gewonnenen Einblicke in die Funktion des FHL2 Proteins im Verlauf der RA wurden
durch vergleichende Studien im Tiermodell gestiitzt. In der Tat fiihrte die FHL2-Defizienz zu
einem sehr umfangreichen Ausmall und beschleunigtem Verlauf der Knorpel- und
Knochenzerstérung in der TNFa-vermittelten destruktiven Arthritis. Eine therapeutische anti-
TNFoa-Behandlung, die eine signifikante Hemmung der RA zur Folge hat, induzierte
wiederum eine erhohte Expression von FHL2 im Synovialgewebe, was sowohl in RA-
Patienten als auch im TNFa-abhingigen RA- Mausmodell beobachtet werden konnte. In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression eines rekombinanten
FHL2 in RA-Zellen eine Inhibition der TNFa-induzierten MMP-13-Expression vermittelt.
Diese Beobachtungen unterstreichen somit die entscheidende Rolle von FHL2 in der

Hemmung der Induktion von knorpelzerstorenden MMPs.

5.1 FHL2 zeigt im Verlauf der RA ein transientes Expressionsmuster

Fiir die Pathogenese der RA sind aktivierte RASF, die besonders in der synovialen
Deckzellschicht lokalisiert sind (Fassbender et al., 1998), entscheidend. Sie vermitteln dort
das Anheften an sowie die Degradation von Knorpelmatrix (Miiller-Ladner et al., 2007;
Meyer et al.,, 2006; Pap et al., 2000). Vergleichende histologische Analysen des
Synovialgewebes von RA- und OA- Patienten zeigten, dass es, im Gegensatz zur Situation im
osteoarthritischen Synovium wéhrend der Rheumatoiden Arthritis zu einer generell erh6hten
FHL2-Expression im Synovium kommt. Diese Expression ist vor allem in der synovialen
Deckzellschicht sehr ausgeprigt. Weitere Untersuchungen konnten diese erhdhte FHL2-
Expression den aktivierten RASF zuordnen, was sowohl auf mRNA- als auch auf

Proteinebene nachzuweisen war. Sehr aufschlussreich ist in diesem Zusammenhang, dass
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erhohte FHL2-Spiegel auch in synovialen Fibroblasten, die in vitro fiir mehrere Passagen und
in Abwesenheit proinflammatorischer Zytokine kultiviert wurden, beibehalten wurden. Diese
Beobachtung ist interessant, da RASF aus der Deckzellschicht des rheumatoiden Synoviums
stabil aktiviert sind und auch ohne externe Stimuli ihren aggressiv-invasiven Phénotyp
beibehalten (Pap et al., 2000). Somit ldsst sich die FHL2-Expression im RA-synovialen
Gewebe direkt als eine bedeutende Eigenschaft der aktivierten RASF beschreiben.
Longitudinalstudien der destruktiven Arthritis in der hTNFtg-Maus zeigen allerdings, dass die
erhohte Expression von FHL2 im synovialen Gewebe transient war. Im Vergleich zum nicht-
arthritischen Synovium nimmt die FHL2-Expression in friihen inflammatorischen Stadien und
mit Beginn der Knorpeldestruktion in der hTNFtg-Maus stark zu. In Folge der zunehmenden
Chronifizierung der destruktiven Arthritis kommt es jedoch zu einer deutlichen Abnahme der
FHL2-Expression, welche allerdings nicht bis auf das basale Niveau, des nicht-rheumatoiden
Synoviums absinkt. Diese Beobachtung, der transienten Expression von FHL2, ist fiir das
Verstindnis der Regulation und der Funktion des FHL2 von zentraler Bedeutung. An dieser
Stelle lassen sich eindeutige Parallelen zum Expressionsmuster wihrend der Wundheilung
ziehen. In Fibroblasten der Haut ist die FHL2-Expression im Zuge der Wundheilung stark
erhoht. Das Protein moduliert hier in Integrin abhidngiger Weise die Aktivierung von FAK
(focal adhesion kinase) und ERK-Kinasen und unterstiitzt somit die Regulation fokaler
Adhisionsstrukturen sowie die Matrixassemblierung. Ferner wandert FHL2, stimuliert durch
die in die Wunde hinein sekretierten proinflammatorischen Zytokine, in den Zellkern. Hier
induziert es, als Ko-Transkriptionsfaktor in Kooperation mit SRF (serum response factor), die
Expression von ,,a-smooth muscle actin® und steuert somit die Kontraktilitdt des granuldren
Wundgewebes (Wixler et al., 2007, Park et al., 2008;Wang et al., 2006; Hinz et al., 2003;
Hinz et al., 2001). In Folge dessen fiihrt die FHL2-Defizienz zu schweren Defekten in der
Matrixdeposition sowie der Kontraktilitdt und des migratorischen Verhaltens mesenchymaler
Zellen der Haut, was in umfassenden Wundheilungsstdrungen resultiert. Auch im Kontext des
chronischen Verlaufs der RA, die in Analogie als ,,nicht heilende Wunde* bezeichnet werden
kann, wird das FHL2-Protein in synovialen Fibroblasten hochreguliert. Immer wenn eine
Wunde entsteht, kommt es zu einer Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten
(Krieg, et al., 2007; Werner et al., 2007; Wynn 2007). Aktivierte Myofibroblasten sezernieren
grole Mengen von Matrixproteinen, bilden das granulire Gewebe und sorgen fiir deren
Kontraktilitit. Aus diesem Zusammenhang lésst sich die Hypothese ableiten, dass, analog zu
dermalen Gewebeschddigungen, FHL2 im Zuge des ,,Wundheilungsprogramms* in der

Anfangsphase der RA hochreguliert wird. Im Falle der RA gewinnen die inflammatorischen
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Prozesse jedoch die Uberhand, was zur Hemmung der Wundheilungsprozesse und zum
Fortschreiten der Matrixdegradation fiihrt. Im Verlauf der zunehmenden Chronifizierung wird
dariiber hinaus auch die Expression des FHL2-Proteins gehemmt, ein wichtiger Schritt fiir die
Induktion der MMPs, wie in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt werden konnte. Somit
scheint diese Inhibierung von FHL2 im Gegensatz zu Heilungs- und Regenerationsprozessen
zu stehen und begiinstigt das Fortschreiten der RA. Diese Theorie ldsst sich mit der
Beobachtung untermauern, dass eine anti-TNFo-Behandlung (Ghezzi und Cerami 2005)
sowohl von RA-Patienten als auch von hTNFtg-Miusen, die unter der destruktiven Arthritis
leiden, nicht nur das Fortschreiten der Krankheit hemmt, sondern auch gleichzeitig die FHL2-

Expression induziert.

5.2 Proinflammatorische Zytokine hemmen die FHL2-Expression

Die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1 sind die zentralen Vermittler
inflammatorischer und degradativer Prozesse in RA (Takemura et al., 2001, Zwerina et al.,
2007). Obgleich das genaue molekulare Wirken der beiden Zytokine nicht vollstindig
verstanden ist und zum Teil noch kontrovers diskutiert wird (Zwerina et al., 2007), so sind
doch beide Zytokine maB3geblich an der Induktion der RA-relevanten Metalloproteasen MMP-
1, MMP-3 und MMP-13 beteiligt (Dreyer e al., 2001; Jeong et al., 2004). In diesem
Zusammenhang zeigen unsere Studien, dass sowohl TNFa als auch IL-1 die Expression von
FHL2 auf transkriptionaler und translatorischer Ebene hemmen. Ferner ist deutlich zu
beobachten, dass die Hemmung von FHL2 in allen unseren Versuchen der Induktion der
Expression von MMP-1 oder MMP-13 vorausging. Und mehr noch: eine Uberexpression von
rekombinantem FHL2-Protein in RASF blockierte sehr effektiv die TNFo-induzierte
Expression von MMP-13 in RASF. Die Zytokin-vermittelte Hemmung des FHL?2 ist nicht nur
RA-spezifisch, sondern scheint vielmehr allgemein giiltig zu sein, da aktuellste Ergebnisse der
Arbeitsgruppe um Joos ebenfalls eine IL-1-induzierte Hemmung der FHL2-Expression auch
in Chondrozyten ostoarthritischer Patienten zeigen (Joos et al., 2008). Die durch
proinflammatorische Zytokine induzierte Hemmung der FHL2-Expression konnte dariiber
hinaus eine mdgliche Erkldrung fiir die transiente Expression im Verlauf der destruktiven
Arthritis in der hTNFtg-Maus sein, da dieses Tiermodell chronische und konstitutiv hohe
TNFa-Spiegel aufweist (Keffer et al., 1991).

Es gilt als allgemein bekannt, dass TNFa die MAP-Kinasen p38-MAPK und ERK aktiviert
(Suzuki et al., 2000; Goertz et al., 2005, vgl. auch Meyer und Pap, 2005). Dabei ist die
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Aktivierung der p38-MAPK ausschlaggebend fiir die MMP-13-Induktion (Mengshol et al.,
2000). Die Analyse einer moglichen Rolle von FHL2 in der TNFa induzierten Aktivierung
des p38-Signalweges lieferte iiberraschenderweise auch erste Hinweise auf einen direkten
Zusammenhang zwischen p38-MAPK und FHL2. So zeigten sie zum einen, dass FHL2
zusammen mit pp38 in einer TNFa-abhingigen Weise in den Nukleus migriert, wo es dann
mit p38-MAPK kolokalisiert zu finden ist. Zum anderen demonstrieren die hier gezeigten
Experimente eindeutig, dass es, im Vergleich zu Wildtypzellen, in FHL2-defizienten
Stammzellen zu einer persistierenden Aktivierung von p38-MAPK nach TNFa-Stimulation
kommt. Dies setzt voraus, dass FHL2 selbst einen hemmenden Effekt auf die TNFo—
induzierte Aktivierung der p38-Kinase hat. Der genaue Mechanismus der Modulation des p38
Signalweges durch FHL2 muss an dieser Stelle ungeklért bleiben. Ferner konnten in diesem
Zusammenhang noch keine Antworten darauf gefunden werden, warum FHL?2 in den Nukleus
wandert und ob es dort als Kofaktor der Transkription zusammen mit den durch p-p38
aktivierten Transkriptionsfaktoren agiert. Auch die Frage, ob FHL2 direkt an der Induktion
der MMPs beteiligt ist, ist zur Zeit noch unklar. Unsere Beobachtungen werden jedoch von
Studien von Joos und Kollegen weitgehend unterstiitzt. Diese konnten unsere Ergebnisse
bestitigen und zeigen, dass die IL-1-vermittelte Hemmung von FHL2 auch in anderen
Zelltypen stattfinden kann. Zum anderen zeigten sie eindeutig, dass eine spezifische
Hemmung der p38-MAPK die IL-1-vermittelte Hemmung aufthebt und eine Induktion von
FHL2 vermittelt. Die Frage, ob die hier beobachteten Effekte der FHL2-vermittelten
Hemmung des MMP-13 auf den Eigenschaften der AP-1 Transkriptionsfaktoren jun und fos
beruhen, bleibt zu untersuchen. Allerdings ist die AP-1 vermittelte Induktion der MMP-13-
Expression iiber MAPK Signalwege in der Literatur bestens beschrieben. Dariliber hinaus
konnte auch die Interaktion von FHL2 mit AP-1 bereits nachgewiesen werden (Morlon und
Sassone-Corsi, 2003).

Die zentrale Aufgabe des Adaptor-Proteins FHL?2 ist es, als eine Art ,,Gerlist* den Aufbau und
die Ausbildung groB3er Proteinkomlexe zu vermitteln (Kadrmas and Beckerle, 2004; vgl. auch
Johanessen et al., 2006). In diesem Zusammenhang ldsst die Beobachtung, dass TNFa neben
der Expressionshemmung mdglicherweise auch die N-terminale Spaltung von FHL2
induziert, verschiedene Hypothesen zu. So wiirde die N-terminale Abspaltung eines 20 kDa-
groflen Proteinfragments, welches in etwa der halben und den ersten beiden LIM-Doménen
entspricht, auch die Mboglichkeiten zur Ausbildung bestimmter Proteinkomplexe
einzuschrinken, so dass nur bestimmte Proteinkomplexe aufgebaut werden konnten (vgl auch

Wixler et al., 2000). An dieser Stelle ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass TNFa die
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Spaltung von FHL2 induziert und es zu einer Modulation von FHL2 kommt. Dies beeinflusst
wiederum die Interaktion von FHL2 mit transkriptions-relevanten Proteinen, was wiederum
die Transkription bestimmter Gene reguliert. In der Tat wurde gezeigt, dass zur Induktion von
B-Catenin-vermittelten Genen alle vier Lim-Doméanen des FHL2 notwendig sind (Labalette et
al., 2004), jedoch zur Induktion der AR-gesteuerten Gene die LIM-Dominen drei und vier
ausreichend sind (Miiller et al, 2000). Zum gegebenen Zeitpunkt konnte allerdings keine
Aussage liber eine mogliche Funktion des 20 kDa-FHL2-Fragments gemacht werden. So
muss diese Frage an dieser Stelle unbeantwortet bleiben und zum Gegenstand weiterer

Untersuchungen werden.

5.3 FHL2 - ein wichtiger Regulator der MMP-13-Expression

Im Kontext der TNFa bzw. IL-1-vermittelten Hemmung der FHL2-Expression ergab sich die
Frage nach der funktionellen Relevanz von FHL2 wihrend der RA. Die zentrale Rolle von
p38-MAPK in der Regulation von FHL2 wurde bereits an anderer Stelle erldutert (diese
Arbeit und Joos et al., 2008). In den hier beschriebenen Studien konnte neben der
Kolokalisation von FHL2 mit p38-MAPK auch der Beweis gefiihrt werden, dass FHL2-
defiziente Zellen eine lidnger anhaltende TNFa-induzierte p38-MAPK-Aktivierung zeigen.
Diese Beobachtung ist umso spannender, da p38-MAPK auch die Expression von MMP-13
induziert (Mengshol et al 2000). In diesem Zusammenhang beweisen die
Stimulationskinetiken in RASF, dass es erst nach der TNFa-vermittelten Hemmung von
FHL2 zu einer vollstindigen Induktion der MMP-13-Expression kommt. Wichtig dabei ist,
dass das Fehlen von FHL2 allein keine MMP-13-Expression induziert. Vielmehr zeigen
unsere RNAi-Studien, dass erst das Ausschalten von FHL2 die TNFa-induzierte MMP-13-
Expression erhoht, was sich direkt auf ein deutlich gesteigertes aggressiv-invasives Verhalten
der RASF auswirkt. Dies unterstreichen zum einen die Analysen im MATRI-Assay, zum
anderen auch die schnell fortschreitende und umfassende Knorpeldegradation in der hTNFtg-
FHL2""-Maus. Im Kontrast dazu unterbindet eine konstitutive Uberexpression von exogenem
FHL2 die TNFa-induzierte MMP-13-Expression vollstindig. Daher erscheint es in dieser
Hinsicht auch schliissig, dass die FHL2-Expression iiber TGF-f stimuliert werden kann und
darliber hinaus die TNFa-induzierte Hemmung die FHL2-Expression aufhebt. TGFP kann
nicht nur die Synthese von Kollagen Typ II und Proteoglycanen und damit den Aufbau der
ECM stimulieren (Blaney et al.,, 2006; Glansbeek et al., 1998; Sarkissian et al., 1996),

vielmehr ist TGFP auch ein Gegenspieler der IL-1 vermittelten Matrixdegradation (Hui et al.,
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2000). Dies deckt sich auch mit der Funktion von FHL2 in Wundheilungsprozessen (Wixler
et al., 2007). Aus diesem Kontext ergibt sich die Hypothese, dass das FHL2 ein elementarer
Faktor in der Vermittlung von Heilungsprozessen nach umfangreichen Gewebeschddigungen
ist. Somit unterstreichen unsere Studien eine zentrale, regulatorische Funktion des FHL2 in

der MMP-13-Synthese und einen direkten Einfluss auf die Invasivitit der RASF.

5.4 Die umfassende Knochenzerstorung in der hTNFtg-FHL2"-Maus —
Ein Hinweis auf die Involvierung aktivierter Osteoklasten?

Die bis hierher diskutierten Ergebnisse unterstreichen eine zentrale Funktion von FHL2 in der
Inhibierung der MMP-vermittelten Knorpeldestruktion sowie der Vermittlung von
Heilungsprozessen in der chronischen inflammatorischen Arthritis. In diesem Kontext bezog
sich die vorliegende Arbeit primdr auf destruktive Prozesse, die die Knorpelstrukturen und
die Knorpelmatrix betreffen. Die histologischen Analysen der Sprunggelenke und die
Auswertung der pCT-Aufnahmen der hTNth-FHLZ'/ -Maus zeigen, dass die FHL2-
Defizienz bei einem gleichzeitig konstitutiv erh6hten TNFa-Spiegel zu einer deutlichen
Progression der destruktiven Arthritis fithrt. Zum anderen ist zu erkennen, dass sich das
umfassende und schwere Ausmal3 der Knorpel- und Knochenzerstérung nicht allein durch
eine stark gesteigerte MMP-Expression erkldren ldsst. Die physiologische Bedeutung von
FHL2 in der Osteogenese wurde bereits einleitend erldutert. FHL2 interagiert als Koaktivator
mit dem ,runt-related transkription factor 2 (RUNX 2), einem der Hauptregulatoren der
Osteoblastenaktivierung (Ducy et al., 1997). Im Tiermodell konnte dariiber hinaus die FHL2-
Defizienz mit einer verzogerten Osteoblastendifferenzierung sowie einer verminderten
Osteoblastenaktivitdt in Verbindung gebracht werden, was die Ausbildung einer Osteopenie
in diesen Tieren unterstiitzt (Giinther et al., 2005). Dariiber hinaus ist FHL2 auch an den
elementaren Steuerungsvorgingen der Knochenresorption beteiligt. Dieser primér durch
Osteoklasten vermittelte Prozess wird iiber den RANKL-RANK-Signalweg induziert
(Teitelbaum et al., 2000; Lacey et al., 1998), was unter anderem eine intrazelluldre
Stimulation der TRAFs zur Folge hat (Dougall et al., 1999; Lam et al., 2001; Bradley und
Pober, 2001). Der RANK-Rezeptor gehort zur Familie der TNF-Rezeptoren (Cheng et al.,
2003 Review). TRAF6 ist in diesem Zusammenhang ein Osteoklasten-spezifischer Vermittler
der RANK-induzierten Osteoklastogenese (Cao et al., 1996; Ye et al., 1999), der dariiber
hinaus ein Interaktionspartner von FHL2 ist (Bai et al., 2005). Hier konnte ferner

nachgewiesen werden, dass FHL2 zum einen ausschlieBlich in aktivierten Osteoklasten
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exprimiert wird, und dass zum anderen durch die Bindung von FHL2 an TRAF6 die
RANKL—induzierte Aktivierung von NF«xB unterdriickt wird. In Folge dessen kommt es zu
einer Hemmung der Osteoklasten. Diese Beobachtungen liefern einen mdglichen
Erklirungsansatz fiir die umfangreichen Knochendestruktionen in der hTNFtg-FHL2""-Maus.
Denn neben der gesteigerten MMP-vermittelten Matrixdegradation unterstiitzt die FHL2-
Defizienz sowohl eine Verlagerung des Osteoblasten-Osteoklasten-Verhiltnisses zu Gunsten
der knochenresorbierenden Osteoklasten, als auch die persistente Aktivitdt der Osteoklasten,
was den Abbau von Knochenstrukturen beschleunigt. Diese Theorie konnte eine Erkldrung
fiir die umfassenden Knochenzerstdrungen in den Sprunggelenken, aber auch in den

Metatarsalen, liefern
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5.5 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der hier dargestellten Arbeit lassen darauf schlieBen, dass FHL2 einen
deutlichen anti-arthritischen Effekt zeigt. Die Expression von FHL2 im synovialen Gewebe
ist im Verlauf der RA transient. Es wird in frithen, vorwiegend inflammatorischen Phasen und
im Zuge von Wundheilungsprozessen hochreguliert und erst nach der Senkung des FHL2-
Proteinspiegels, kommt es zur Expression von Matrix-zerstorenden Proteasen und als Folge
dessen zu einem Fortschreiten der Knorpel- und Knochendestruktion (Abb.: 28). Dies ldsst
die Hypothese zu, dass das Verhiltnis der proinflammatorischen (TNFa und IL-1) zu den
profibrotischen Zytokinen (TGFp) entscheidend ist, ob es zu einer Heilung der ,,rheumatoiden
Wunde* kommt, oder ob die RA in die chronische Phase tibergeht. Die Menge des FHL2-
Proteins in synovialen Fibroblasten ist an dieser Stelle entscheidend fiir die Richtung, in die

sich die Entziindung in den Gelenken entwickelt.

profibrotische @ .. @
Zytokine > » s
TGFp

proinflammatorische
2Zytoking —s —u
IL-1 and TNF-o

Abb.28: FHL2 - zwischen Wundheilung und Chronifizierung: Das Verhéltnis von
proinflammatorischen zu profibrotischen Zytokinen ist entscheidend fiir den Krankheitsverlauf.
Proinflammatorische Zytokine inhibieren FHL2 und es kommt zu einer zunehmenden Chronifizierung der
Knorpel- und Knochenzerstérung. Profibrotische Zytokine induzieren die FHL2-Expression und leiten

somit Wundheilungsprozesse ein.
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6 Material und Methoden:

6.1 Biologisches Material

6.1.1 Eukaryotische Zellen
e RASF: Primédrkultur synovialer Fibroblasten aus Gewebeproben von Patienten mit der
Diagnose der Rheumatoider Arthritis
e OASF: Priméarkultur synovialer Fibroblasten aus Gewebeproben von Patienten mit
der Diagnose der Osteoarthritis.
e MDCK-C7-Zellen: Madin-Darby-Canine-Kidney-Zellen. Epithelzelllinie aus dem
Sammelrohr der Hundeniere mit C7-Plasmid subkloniert (Zak et al, 2000)
e Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark von FHL2-defizienten und
Wildtypméausen
e A7: Maligne humane Melanoma-Zellline, stabil transfiziert mit dem ,,Actin Binding
Protein* (Cunningham et al., 1992)
6.1.2 Bakterienstimme
e FEscherichia coli DH5a: fiir Klonierungen/Vermehrung von Plasmid-DNA (Grant et
al., 1990). Genotyp: F endAl hsdR17 (v, mi') supE44 thi-1 o recAl gyrA96 reldl
deoR D(lacZYA-argF)-U169 a80dlacZoM15
e FEscherichia coli BL21: zur rekombinanten Expression eukaryotischer Proteine
(Studier et al., 1990). Genotyp: F~ ompT gal [dem] [Ion] hsdSg (v5 mg)
6.1.3 Plasmidvektoren und siRNAs
Plasmidvektoren
e pCS2+MT: eukaryotischer Expressionsvektor fiir die Expression von 5x/6x myc-
markierten Proteinen (Wixler et al., 2000)
siRNAs

FHL2 r(CCC GUU GCG UCA AGU CUA A) dTdT (Hs FHL2 2HP siRNA)
SCR r (UUA GAC UUG ACG CAA CGG G)dAdG-3

Die verwendeten siRNAs wurden von Qiagen/Hilden bezogen
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6.1.4 Primersequenzen

Primer fiir Genotypisierungen der FHL2"-Maus:

FHL?2 1560: 5'-AAG ATG GAT TGC ACG CAG GTT-3'
FHL?2 1561: 5’- ATC ACG GGT AGC CAA CGC TAT- 3’
FHL?2 1647: 5-TGA CTA AACGTT TGA CTGC -3’
FHL?2 1648: 5- ATG GGT GTT CCA CAC TCC TC- 3°

Primer fiir die Genotypisierung der hTNFtg-Maus:
hTNFtg sense: 5’-TACCCCCTC CTT CAG ACA CC-3’
hTNFtg anti-sense: 5'- GCC CTT CAT AAT ATC CCC CA -3’

Primer fiir qRT-PCR:

FHL2 sense: 5’-CCA GGA GTC AAA ATG ACT GAG CG-3’
FHL2 anti-sense: 5’-CAG GGT CTC AAA GCA CAC CAC -3
MMP-1 sense: 5-GAC AGA AAG AGA CAG GAG AC-3’
MMP-1 anti-sense: 5'-GAG TTA TCC CTT GCC TAT CC-3°
MMP-3 sense: 5'-GAA GAG AAA TTC CAT GGA GCC AGG-3
MMP-3 anti-sense: 5'- AGA AAT AAA AGA ACC CAA ATT CTT CAA AAA CA-3’
MMP-13 sense: 5- GAC TTC ATC TTC ATC TTC AG-3’

MMP-13 anti-sense: 5°- AGA GTC TTG CCT GTA TCC TC-3°

Primer zur spezifischen Amplifikation einzelner LIM-Doménen des FHL?2
LIM1/2-up: 5-CCA GGA GTC AAA ATG ACT GAG CG-3’
LIM-1-up:  5"-CAG GGT CTC AAA GCA CAC CAC-3’
LIM-1-down: 5" CTC GTT GGA ATA GCA GTC TG-3’

LIM2-up: 5’-TCA TCC AAG TGC CAG GAA TG-3’
LIM2-down: 5°- TTG TTT CTC ATA GCA GGG CAC-3’
LIM3-up: 5’-CAT GCC ATG CAGTGC GTT CAG TG-3’
LIM3-down: 5'-CAA GTC ACA GAA GCA GTT CAG-3’
LIM4-up: 5'-TAT GCC AAG AAG TGT GCT GGG TGC-3’
LIM4-down: 5°- GAT GTC GGC TTC TTC AAG CG-3’
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6.1.5 Antikorper

primiire Antikorper
e anti-FHL2
e anti-fAktin
e anti-phospho-p38
e anti-MMP-13

sekundire Antikorper

fiir Westernblots

anti-Maus

e anti-Kaninchen

fiilr Inmunhistologie
anti-Maus
anti-Kanninchen
anti-Ziege
anti-Pferd
fiir Immunfluorenszenz
anti-Maus

anti-Kaninchen

mAb Maus Klon F4B2-B11 (Samson et al., 2004)
mAb Maus Cell Signaling Danvers/ USA
pAb Kaninchen  Cell Signaling Danvers/ USA
pAb Kaninchen = Chemicon/ USA

IgG Dianova Hamburg
IgG Dianova Hamburg
IgG  Biotin-gelabelt Linaris GmbH Wertheim-
IgG  Biotin-gelabelt Linaris GmbH Wertheim
IgG  Biotin-gelabelt Linaris GmbH Wertheim
IgG  Biotin-gelabelt Linaris GmbH Wertheim
IgG  Cy3 Dianova Hamburg
IgG  Cy2 Dianova Hamburg
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6.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad p.A. und wurden von folgenden

Firmen bezogen:

AppliChem, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Novitec GmbH, Freiburg
R&D-Systems GmbH,

AMAXA GmbH, Koln

GibCo GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BioRad GmbH, Miinchen

INAMED, Fremond/ USA

PAA Laboratories GmbH, Engelsbach
BioChrom GmbH, Berlin

Serva GmbH, Heidelberg

75



6. Material & Methoden

6.3 Puffer und Losungen

Triton-Lysepuffer

Tris/HCl pH 7.5 50 mM
NaCl 150 mM
MgCl, 10 mM
Triton-X 100 1 %
Glyzerin 10 %
Aprotinin 5 pg/mL
Leupeptin 5 pg/mL
Natrium-Orthovanadat 1 mM
Phenylmethylsulfonylchlorid (PMSF) 1 mM
ECL-Losung
Tris/HCI pH 8.5 100 mM
Luminol 2,5 mM
p-Cumarsaure 0,45 mM
HyO, 0,01 %

Entfirbelosung fiir Coomassie-gefirbte Polyacrylamid-Gele
Eisessig 10 %
Methanol 40 %

4x Lammli-Probenpuffer

Tris/HCI1 pH 6.8 200 mM
B-Mercaptoethanol 14 M
Glyzerin 40 %
Sodiumdodecoelsulfat (SDS) 10 %
Bromphenolblau 0,1 %
EDTA 4 mM
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Laufpuffer fiir SDS-PAGE

Tris 25 mM
Glyzin 250 mM
SDS 0,1 %

Ponceau S-Reagenz

Ponceau S 0,2 %
Trichloressigsdure TCA 3 %
Strippingpuffer fiir Westernblot Membranen

Tris/HCI pH 6.8 62,5 mM
-Mercaptoethanol 100 mM
Sodiumdodecoelsulfat (SDS) 2 %

Tris Buffered Saline + Tween-(TBST) - Puffer

Tris/HCl pH 7.5 50 mM
NaCl 150 mM
Triton-X 100 0,2 %

Transferpuffer fiir Westernblots

Tris 25 mM
Glyzin 192 mM
Methanol 10 %

6.3.1 Sonstige Puffer und Losungen

6x DNA-Auftragspuffer
Brilliant Blue 0,5 %
Glyzerin 50 %
in TAE-Puffer

Einfriermedium fiir eukaryotische Zellen

D-MEM-high Glucose 80 %
FCS 10 %
DMSO 10 %
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Genotypisierungspuffer 1 (Lyse-Puffer)

Tris/HCI pH 8,5 100 mM
EDTA (mit NaOH) pH 8,0 5 mM
NaCl 200 mM
SDS 02 %

Genotypisierungspuffer 2 (Proteinase K)

Proteinase K 100 mg
Tris-HCI pH 8,0 (1M-Stock) 250 ul
CaClI2 (1M-Stock) 50 ul
H20 4,75 ml

alliquotiert zu 500ul, gelagert bei -20°C

Phosphate Buffered Saline (PBS)

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
KH2PO4 1,4 mM
Na2HPO4 43 mM
TAE Puffer

Tris 40 mM
Natriumacetat 3 mM

EDTA 1 mM

10x Toluidin-Losung

Toluidin 1 g
di-Natriumtetraborat 1 g
ad dest. H,O 100 ml

abschlieBend zweimal filtrieren
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6.4 Bakterielle Kulturmedien

e [B-Broth (Sigma Aldrich, Karlsruhe) 20 g/L
e LB Agar (Sigma Aldrich, Karlsruhe) 35 g/L

Bei Selektionsmedien wurde 100mg/mL Ampicillin zugegeben.

6.5 Kulturmedien und Zusitze fiir eukaryotische Zellen

e D-MEM high Glucose (+ GlutaMAX): PAA Laboratories GmbH , Engelsbach
MEM high Glucose, PAA Laboratories GmbH, Engelsbach

e Fotales Kilberserum: Biochrom GmbH, Berlin

e Trypsin-EDTA: PAA Laboratories GmbH, Karlsruhe

e Transformal Growth Faktor-beta (TGF-), R&D-Systems GmbH, Wiesbaden-
Engelstedt

e Tumor Necrosis Factor-alpha (TNFa), Novitec, Freiburg

e [IL-1B, TGF-B, R&D-Systems GmbH, Wiesbaden-Engelstedt

6.6 Molekularbiologische Kits

e BCA Protein Assay Reagent: Pierce, Bonn

e Bradford Protein Assay Reagent: Bio-Rad, Miinchen

e Plasmid-Mini-Kit: Qiagen, Hilden

e RNAeasy Kit: Qiagen, Hilden

e First-Strand cDNA Synthese Kit: Fermentas, St. Leon Roth

e Fast StartSYBR Green I Kit: Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande
e AMAXA-NHDF Nucleofactor Kit. AMAXA GmbH, Ko6ln

6.7 Histologische Kits

Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, tiber Linaris GmbH, Wertheim-Bettingen

6.8 Sonstige Reagenzien

e 100 bp-DNA-Leiter: Fermentas, St.L.eon-Rot
e Prestained Protein Marker: Sigma Aldrich, Karlsruhe

e Acrylamid/Bisacrylamid Losung ,,Gel 30: AppliChem, Darmstadt
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e HiPerFect- Transfektionsreagenz: Qiagen, Hilden: Roche, Mannheim
e Desoxyribonucleotide: Fermentas, St.Leon-Roth.
e Oligonukleotide: Fermentas: St.Leon-Roth.

e (Glutathion-Sepharose: Amersham Biosciences, Uppsala

6.9 Verbrauchsmaterialien

e Rontgenfilme: Hyperfilm: Amersham Biosciences, Uppsala/ Schweden
Cronex 5: Agfa, Koln

e Gel Blotting Papier: Schleicher & Schuell, Dassel

e Nitrozellulosemembran Protran : Schleicher & Schuell, Dassel

e Zellkulturschalen: Falcon-BD Bioscience USA; Greiner bio-one, Solingen; Nunc

GmbH& Co KG, Wiesbaden; TPP AG, Trasadingen/ Schweiz

6.10 Gerite und Software

e Agarose-Gelelektrophoreseapparaturen: Bio-Rad, Miinchen

e Acrylamid-Gelelektrophoreseapparaturen: Bio-Rad, Miinchen

e (CO;-Begasungsbrutschrank fiir Zellkultur: Thermo Forma CO;-Inkubator-
ThermoScientific, Frankfurt

e FELISA Reader: Victor 3, Perkin Elmer, Massasschusetts/ USA

e Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mit Apotome: Zeiss, Gottingen
Kamera AxioCam MRm: Zeiss, Gottingen
Auswertungssoftware AxioVision: Zeiss, Gottingen
Software fiir die Quantifizierung von Fluoreszenz-Intensitéiten: SlideBook 4.1,
Intelligent Imaging Innovations GmbH, Gottingen

e Geldokumentationsanlage: Transiluminator, PecLab
Software:

e Inversmikroskop Axiovert 40 C: Zeiss, Gottingen

e PCR: iCycler, BioRad, Miinchen

e Photometer BioPhotometer: Eppendorf, Hamburg

e Rontgenfilm-Entwicklermaschine Curix 60: Agfa, Koln

e STX-2-Elektrode: World Precision Instruments-Europe, Berlin

e Westernblot: Transblot, Semi Dry Transfer Cell, BioRad, Miinchen
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6.11 Methoden

6.11.1 Tiermodelle
Die in Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierexperimente wurden mit Zustimmung der

Ethikkommission und unter Beachtung der Leitlinien im Umgang mit Versuchtieren des
Universitétsklinikums Miinster durchgefiihrt.

Es wurden folgende Mausstimme verwendet:

hTNFtg-Maus (Stamm Tg197; genetischer Hintergrund C57BL6)

FHL2""-Maus ( genetischer Hintergrund C57BL/6)

FHL2"*-Maus(genetischer Hintergrund C57BL/6)

6.11.2 Generierung der FHL2-/-hTNFtg Maus

Zur Generierung der FHL2hTNFtg Maus wurden heterozygote hTNFtg-Miuse (Stamm Tg
197; genetischer Hintergrund C57/BL6) mit homozygoten FHL2”" Miusen (genetischer
Hintergrund C57/BL6) verpaart. Die Entstandenen F1-Hybriden wurden dann mit FHL2™"

Madusen verpaart.

6.11.3 Genotypisierung

Zu Uberpriifung des genetischen Hintergrunds wurden alle Miuse entsprechend genotypisiert.
Dazu wurde die gnomische DNA aus Schwanzspitzen gewonnen und mit Proteinase K
(Genotypisierungspuffer 2 / 20ul) in 500 pl Genotypisierungspuffer bei 55 °C iiber Nacht
verdaut. Die Lysate wurden bei 10000 upm zentrifugiert um Haare und Gewebereste zu
pelettieren. Die genomische DNA aus den Uberstinden wurden mit dem High Pure PCR-
Purification Kit (Roche Diagnostics/ Mannheim) gemal3 Herstellerangaben aufgereinigt und
bei -20 °C gelagert.

Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR-Analyse:

6.11.4 Klinisches Scoring der Arthritisschiden in Mausen

Die Bestimmung der klinischen  Stadien der  Arthritis-Erkrankung,  sowie
Korpergewichtsmessung wurde in allen Mausen wdochentlich ab dem Alter von vier Wochen
nach Zwerina et al. 2007 durchgefiihrt. Die Griffstdrke wurde iiber das Festhalten der Mause

an einem Gitter mit definiertem Querstrebenabstand an alle vier Pfoten bestimmt und auf
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einer Scala von 0 bis -3 dokumentiert. ( 0 = normale Griffstirke; -1 = leicht reduzierte

Griffstarke; -2 stark reduzierte Griffstirke; -3 = keine messbare Griffstérke).

6.11.5 MicroCT-Imaging

Zur Bestimmung der Knochenzerstdrung in den Sprunggelenken der Miuse wurden diese in
einem Rontgen Computer Tomograph (XTec BenchTop CT160Xi (X-Tec Group Ltd/,
Grofbritannien) analysiert. Die generierte molybdin-basierende Rontgenstrahlung, welche
durch die zu analysierende Probe Transmittiert wird und von einem CMOS-Detector mit einer
Auflésung von 1200x 1200 Pixeln detektiert. Zur Rekonstruktion des Tomogramms wurden
1600 Rontgenaufnahmen bei einer Expositionszei von 2 Sekunden wihrend 360°-Rotationen
mit aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit der CT Pro Client-Software (X-Tec Group
Ltd./ GroBbritannien) ausgewertet und mit VG Studio Max (Volume Graphics GmbH/
Frankfurt) visualisiert. Es wurden tomographische Aufnahmen von FHL2™"; FHL2,
FHL2"hTNFtg und FHL2 hTNFtg-Miusen analysiert.

6.11.6 DNA-Methoden

6.11.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um Plasmid-DNA von hoherer Reinheit und in préparativem Maf3stab zu gewinnen, wurden
,»Plasmid-Miniprep-*“ (2 mL Bakterienkultur) und ,,Midiprap-Kits“ (50 mL Bakterienkultur)
benutzt. Die DNA wurde tber alkalische Lyse und eine Anionenaustauschmatrix nach

Angaben der Hersteller gereinigt.

Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung von Agarosegelen wurde Agarose (1-2%) in TAE-Puffer ausgekocht. Diese
Losung wurde auf ca. 50°C abgekiihlt, mit Ethidiumbromid versetzt (0,5 pg/mL), in eine
Gelform (Biometra, Gottingen) gegossen und ein Kamm eingesetzt. Das erkaltete und somit
polymerisierte Gel wurde in eine Gellautkammer {berfithrt und mit TAE-Puffer
iiberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer gemischt und in die
Taschen des Gels pipettiert. Dariiber hinaus wurde ein DNA-Grof3enstandard aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung (90 Volt). Die DNA-Banden wurden

anschlieBend unter ultraviolettem Licht sichtbar gemacht und photographiert.
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde die Polymerase-Kettenreaktion
angewandt (Mullis et al., 1986). Fiir Klonierungen wurde wegen ihrer ,,Korrekturlese-
Aktivitdt (,,proofreading*)-Aktivitit die Expand High Fidelity Taq-Polymerase verwendet, bei
konventionellen PCRs dagegen rekombinant hergestellte Tag-Polymerase. Die PCR-Ansétze

setzten sich wie folgt zusammen:

Matrizen DNA variabel
Primer 1 und 2 je 30 pmol
10x Puffer 2 fiir HiFi Taq (mit MgCl,) 5uL
dNTPs 200 uM
Taq-Polymerase 0,75 uL
Wasser ad 50 uL

Das PCR-Programm wurde je nach Ldnge des PCR-Produktes und nach der

Schmelztemperatur der Primer gestaltet:

94°C 5 min (Denaturierung der DNA)

94°C 45s

53-58°C 30 s (Primeranlagerung) 30 Zyklen
72°C 45 bis 90 s (Polymerase) }

72°C 5 min

Um die Menge und Groe des PCR-Produkts zu iiberpriifen, wurden anschlieBend 15 ['L des
Reaktionsansatzes auf einem Agarosegel aufgetrennt, die Banden unter Ultraviolett-Licht

sichtbar gemacht und photographiert.

Quantitatve Real Time Polymerase Kettenreaktion (QRT- PCR)

Zur quantitativen Bestimmung von Ribonucleinséduren wurde die mRNA aus stimulierten
bzw. unstimulierten Zellen mit dem RNAeasy-Kit (Qiagen) gemél Herstellerangaben isoliert.
Die Umschreibung in cDNA erfolgte mit dem ,First-Strand ¢cDNA-Synthese Kit von
Fermentas gemifl dem Herstellerangaben wobei jeweils 1 bis 1,5 pg Gesamt RNA fiir die
reverse Transkription eingesetzt wurden. Die quantitative ,,real-time* RT-PCR wurde mit der
,Light Cycler“-Technologie (Stratagene/ USA) und dem Fast Start Cyber Green I Kit
(Stratagene/ USA) fiir Amplifikation und Detektion durchgefiihrt. In allen Assays wurde die

Amplifikation mit einem standardisiertem Programm durchgefiihrt:
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95°C 10 min (Denaturierung der DNA)

95°C 30s

60°C 60 s (Primeranlagerung) 40 Zyklen
72°C 60 s (Polymerase) }

Schmelzpunktanalyse in 0,1 °C Schritten
Die Reaktion wurde in 96-Loch-Platten durchgefiihrt, wobei in jedes 5,4 pul cDNA und 6,6 pul
Cyber Green Master Mix (Stratagene) gegeben wurde. Zu internen Kontrolle und als Referenz

wurde die Amplifikation des Gen der GAPDH verwendet.

Transformation chemisch kompetenter Bakterienstimme mit Plasmid-DNA Verdau,
Ligation und Transformation

Die Vermehrung von Plasmid-DNA wurde in chemisch kompetenten E. coli
Bakterienstimmen durchgefiihrt. Fiir die Transformation wurde die Menge der
entsprechenden Plamid-DNA mit 100 pL einer Suspension von Hitzeschock kompetenten
Bakterien gemischt und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte bei 42°C der
Hitzeschock fiir 45 Sekunden, bei dem die DNS aufgenommen wird. Die Bakterien wurden
zundchst fiir eine Stunde in LB-Medium ohne Ampicillin (100 pg/ml) Antibiotikum bei 37°C
geschiittelt und dann auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Am
ndchsten Tag wurden einzelne Bakterienklone gepickt und in 4 mL LB-Medium mit
Antibiotikum iiber 12 Stunden kultiviert. Aus diesen Vorkulturen wurden dann in 150ml LB-
Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) iiberfiihrt und tiber 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Die

Kulturen wurden dann abzentrifugiert und die amplifizierte Plasmid-DNS isoliert.

Herstellung Hitzeschock kompetenter E. coli Bakterien nach Inoue et al., 1990:

Zunichst wurden Bakterien der E. coli Stimme DHS5a oder BL21 auf LB-Platten
ausgestrichen. Ein einzelner Klon wurde dann in 5 mL LB-Medium {iber Nacht bei 37°C
kultiviert und 2 mL der Kultur in 250 mL Medium tberfiihrt. Dieser Ansatz wurde bei 18°C
bis zu einer ODgopy von 0,6 bis 0,7 kultiviert. Die Bakterien wurden anschliefend zehn
Minuten auf Eis gestellt, abzentrifugiert (3000 rpm, zehn Minuten) und in 40 mL
vorgekiihltem TB-Puffer resuspendiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt, jedoch mit
nur 10 mL TB-Puffer. SchlieBlich wurde tropfenweise unter Schwenken DMSO bis zu einer
Konzentration von 7% zugegeben. Die Bakterien wurden fiir zehn Minuten auf Eis inkubiert

und in Aliquots aufgeteilt, die sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden.
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6.11.8 Protein-Methoden

Herstellung von Lysaten aus eukaryotischen Zellen

Je nach Experiment wurden, Triton-Lysepuffer mit ImM Natriumvanadat, 1 mM PMSF und 5
pg/ml Leupeptin und 5 pg/ml Aportinin zur Herstellung von Ganzzelllysaten verwendet. Die
Zellen wurden entweder direkt auf der Kulturschale oder in Suspension mit PBS gewaschen,
auf Eis iiberfiihrt und mit 70- 150 ul Lysepuffer versetzt (z.B. 150 pL pro 6 cm Kulturschale).
Die Lyse wurde unter mehrmaligem Schwenken auf Eis durchgefiihrt. Nach 20 Minuten
wurden die unloslichen Zellbestandteile abzentrifugiert (4°C, 10 Minuten, 14000 rpm.) und
der Uberstand verworfen. 1 pL des Lysats wurden fiir die Bestimmung der
Proteinkonzentration mit Hilfe des Nanodrop-Systems (PeqLab) verwendet. Als Standard
wurden unterschiedliche Konzentrationen von BSA, gelost im jeweiligen Lysepuffer,

verwendet.

Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zelllysate oder (ko-)prézipitierte Proteine wurden durch vertikale diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Zunéichst
wurden die Gele zwischen zwei Glasplatten gegossen (Bio-Rad Apparatur). Das eigentliche
Trenngel wurde nach der Polymerisation mit dem Sammelgel, in dem Probentaschen mit
einem Kamm ausgespart wurden, tiberschichtet. Die Gellosungen fiir ein Gel von 1 mm Dicke

setzten sich folgendermaflen zusammen:

Trenngel 7,5% 10% 12,5%
30% Acryl/Bisacryl-Mix (37,5 : 1) 2,5mL 3,3mL 4.2 mL
IM Tris/HCI pH 8.9 3,7 mL 3,7 mL 3,7 mL
H,O 3,6 mL 2,8 mL 2,0 mL
20% SDS 50 uL 50 uL 50 uL
TEMED 2 uL 2 uL 2 uL
10% APS 100 uL 100 uL 100 uL
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Sammelgel 4,3%
30% Acryl/Bisacryl-Mix (37,5 : 1) 715 uL
IM Tris/HCI pH 6.8 890 uL
H,O 3,32mL
20% SDS 25 uL
TEMED 5uL
10% APS 50 uL

Die Proteinproben wurden 1:4 mit 4x Lammli-Probenpuffer gemischt und fiir zwei Minuten

bei 95°C aufgekocht. Der Probenpuffer enthielt f-Mercaptoethanol, um Disulfidbriicken zu

reduzieren und Sodiumdodecoelsulfat (SDS), um die Proteine zu denaturieren. Das

auspolymerisierte Gel wurde in die Gellaufkammer eingespannt und der Laufpuffer

zugegeben. Nach dem Beladen wurden die Proteine entsprechend ihrer Grofe bei 110 Volt

elektrophoretisch aufgetrennt. Eine Spur wurde zum Vergleich mit einem Marker mit

Proteinen bekannter Grofe beladen. Die Gele wurden fiir Westernblot Analysen

weiterverwendet.
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6.11.9 Zellkultur-Methoden

Allgemeine Kultivierung verschiedener Zelllinien

Die verwendeten Siuger-Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in
Einwegkulturflaschen kultiviert. Alle Zellen wurden regelmifig vor oder bei Erreichen eines
konfluenten Zellrasens aufgesplittet. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen einmal in
PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA benetzt (1 mL pro 75 cm® Schale). Nach etwa zwei
bis finf Minuten bei 37°C hatten die Zellen sich abgelost und wurden in neuem
serumhaltigem Medium aufgenommen und davon, je nach Proliferationskapazitit der
Zelllinie, zwei bis zwanzig Prozent zuriick in die Schale gegeben und mit entsprechendem

Kulturmedium versehen.

Zellline Kulturmedium Zuséitze

Primérzellen humaner | D-MEM high Glucose 10% FCS, Pen/Strep

synovialer Fibrolasten

Primérzellen muriner | D-MEM high Glucose 10% FCS, Pen/Strep

Synovialer Fibroblasten

Mesenchymale 60% D-MEM Ilow Glucose, | 2% FCS, Pen/Strep, Ix
Knochenmark-stammzellen 40% MCDB 201 Insulin Transferrin, 1x
Linoleic acid-albumin, 10

nM Dexamethasone, 0,1 mM

Ascorbic acid, 5 ng/ mL

PDGF,

10 ng/mL EGF
MDCK-C7-Zellen MEM-Medium 10%FCS, Pen/Strep
A7 MEM-Medium 10%FCS, Pen/Strep
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Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Um Zellen langfristig aufzubewahren, wurden Alliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Die Zellen wurden zunéchst mit Trypsin-EDTA abgel6st und bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten
abzentrifugiert. Anschliefend wurden sie in Einfriermedium resuspendiert (4 mL fiir eine 10
cm Schale) und in Kryordhrchen alliquotiert. Diese wurden iiber Nacht in Styroporboxen
langsam auf -70°C gekiihlt und dann in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und gelagert.

Die so eingefrorenen Zellen wurden zum Auftauen in ein 37°C Wasserbad gestellt und
anschlieBend in einen zehnfachen Uberschuss Kulturmedium pipettiert. Um das DMSO zu
entfernen, wurde die Suspension zentrifugiert (1200 rpm, fiinf Minuten) und die Zellen im
jeweiligen Kulturmedium aufgenommen und im Brutschrank kultiviert. Nach 24 Stunden

wurde stets das Medium gewechselt.

Isolierung synovialer Fibroblasten aus humanem und murinen Gewebe

Zur Gewinnung einer Primirzellkultur synovialer Fibroblasten wurde synoviales Gewebe
zerkleinert und mit DMEM-Medium ohne Zusétze gespiilt um Reste von Blut und Fettgewebe
zu entfernen. Das Gewebe wurde dann in Dispase (0,5mg/ 20 ml) in DMEM Medium ohne
Zusiétze aufgenommen und 60 Minuten bei 37°C schiittelnd inkubiert. Das verdaute Gewebe
wurde dann durch eine "Filter-Cartride" (Falcon) gegeben um grofere Gewebestiicke
abzutrennen. Das Filtrat wurde 10 Minuten bei 1500 upm. zentrifugiert und die pelettierten
Zellen in DMEM-Medium mit Zusitzen aufgenommen und in eine Zellkulturschale gegeben.
Nach etwas 48 Stunden wurde das Medium gewechselt. Bevor die Primédrzellen einen

konfluenten Zustand erreicht haben, wurden sie im Verhéltnis 1:2 gesplittet.

FHL2 knock down mit Hilfe von siRNA

Zur Unterdriickung der Zelluliren FHL2-Expression wurden Fibroblasten mit ,,small
interfering RNA (siRNA) behandelt. Die Transfektion von Fibroblasten mit FHL2-spezifische
siRNA (Gen Bank accession number NM 001039492- Qiagen, Koln) erfolgte mit dem
HiPerFect-Transfektion Kit (Qiagen, Koln) gemiB3 Herstellerangaben (5 nm siRNA). Nach
zwolf Stunden wurde das Medium gewechselt und gegebenenfalls die Zellen mit Zytokinen
stimuliert. Als Kontrolle wurde so genannte ,,gescrambelte" siRNA (5 nM siRNA) als

Kontrolle eingesetzt.
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Transfektion synovialer Fibroblasten mit Plasmid-DNA

Die Transfektion von Expressionsplasmiden in Primérzellen mit dem AMAXA-System und
dem NHDF-Nucleofector Kit (AMAXA, Koéln) erfolgte gemdB den Herstellerangaben. Fiir
jeden Transfektionsansatz wurden 5x 10> Zellen eingesetzt. Nach der Transfektion wurden die
Zellen fur zwolf Stunden bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. AnschlieBend wurde das Medium

gewechselt und die Zellen gegebenenfalls mit Zytokinen stimuliert.

Matri-Assay

Zur Messung der Invasivitit von Zellen wurde ein Zell-basierter Assay eingesetzt, bei dem
die Invasivitdt von Zellen als direkte Funktion des Zusammenbruchs eines Zell-elektrischen
Widerstands gemessen wird (Zak et al., 2000; Schneider et al., 2002). Der Assay basiert auf
einem Zellmonolayer aus MDCK-C7 Epithelzellen, die einen hohen elektrischen Widerstand
generieren. Zuerst wurde auf der Innenseite eines Filtereinsatzes (4,2 cm? Oberflache; 0,4um
Porengrofle; 20um Membrandicke; Falcon, Heidelberg) eine Typ-II-Kollagenschicht
aufgebracht (100ul Kollergenschicht = 75 ul Purecol INSAMED USA, 15 pl Bicarbonat, 10
ul 10x DMEN) und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde eine Zellschicht
aus MDCK-C7-Zellen auf die reverse Seite des Filtereinsatzes ausgebracht und die
Filtereinsitze fur vier Stunden bei 37°C und 5% CO, im Inkubationsschrank kultiviert.
AbschlieBend wurden die Filtereinsdtze in eine 6-Lock Platte (Falcon) gegeben und mit
jeweils 2,5 ml MEM bei 37°C und 5% CO; inkubiert und der elektrische Widerstand wird mit
einer STX-2-Elektrode (WPI-Europe, Berlin) gemessen. Nachdem die MDCK-C7-Zellschicht
einen elektrischen Widerstand von 4000 Q erreicht hatte wurden synoviale Fibroblasten auf
die Typ-II-Kollagenschicht ausgesdt. Die maligne Melanoma-Zellline A7 wurde aus
Positivkontrolle sowie MDCK-C7 als Negativkontrolle eingesetzt. Der Widerstand wurde im

Abstand von 12 Stunden gemessen.

6.11.10 Immunologische Methoden

Indirekte Immunfluoreszenzfirbung

Fiir Immunfluoreszenzfarbungen wurden Zellen in 6-Loch Platten auf siurebehandelten,
sterilen Deckgldschen ausgesdt. Die Deckgldschen wurde dafiir mit 20 pg/mL Fibronektin
beschichtet Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und in 2% PFA/PBS fiir 15 Minuten fixiert. Die fixierten Zellen wurden erneut mit PBS
gewaschen und, mit Ausnahme der ECM-Féarbungen, die Zellmembran mit 0,2% Triton X-

100/PBS permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Prdparate fiir 20
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Minuten mit 1% BSA/PBS behandelt, um unspezifische Bindungen der Antikorper zu
unterbinden. AnschlieBend wurden die Deckgldschen mit ca. 20 pL Erstantikérperlosung
(Verdiinnung je nach Antikdrper 1:50 oder 1:200) bedeckt und 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (zweimal mit PBS, einmal mit 0,1%
BSA/PBS) wurde die Zweitantikorperlésung (Bsp. Cy3 = 1:800) mit fluorochrommarkierten
Antikorpern, und gegebenenfalls DAPI auf die Pridparate gegeben und 30 Minuten im
Dunkeln inkubiert. AbschlieBend wurde die Deckglédser dreimal in PBS und einmal in Wasser
gewaschen, mit dem Einbettungsmittel Elvanol iiberschichtet und mit der Zellseite nach unten
auf Objekttrager gelegt. Zum Aushirten des Elvanols wurden die Préparate 15 Minuten bei
60°C getrocknet und anschlieBend bei 4°C gelagert. Die Analyse erfolgte mit dem

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert).

Westernblot (Immunblot)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen. Der Transfer erfolgte in einer Nassblotkammer (BioRad)
bzw. einer Semidry Blotkammer (BioRad) mit Transferpuffer (6.4.3) bei 400 mA (Tank-
Blot-System) fiir eine Stunde bzw. 0,8 mA/cm? (Semidry-Transfer) fir 75 Minuten. Die
Membran wurde kurz in Ponceau S-Reagenz geférbt und in PBST-Puffer leicht entfarbt, so
dass die iibertragenen Proteine gut zu erkennen waren. Die Membran wurde in TBST-Puffer
entfarbt und @i.N. in 2% BSA-Pulver in TBST blockiert. AnschlieBend wurde die Membran
fiir eine Stunde in einer TBST-Verdiinnung des jeweiligen Erstantikdrpers geschwenkt,
zweimal flir fiinf Minuten in TBST gewaschen und 30 Minuten mit dem an Peroxidase
gekoppelten Zweitantikorper in TBST inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal 10
Minuten in TBST gewaschen und schlieflich eine Minute in ECL-Reagenz geschwenkt,
welches das Substrat fiir die Peroxidase enthélt. Die Lumineszenz der Proteinbanden wurde
als Schwirzung auf den aufgelegten Rontgenfilmen nachgewiesen. Sollte der Blot mit
mehreren AntikOrpern analysiert werden, wurden die Antikorper der ersten Farbung nach der
Filmentwicklung entfernt. Dazu wurde die Membran eine halbe Stunde bei 60°C in Stripping
Puffer geschwenkt, eine Stunde in Wasser bzw. TBST gewaschen und schlie8lich fiir eine

Stunde in 3% Magermilchpulver in TBST blockiert.
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6.11.11 Histologische Methoden

Einbetten von Geweben in Paraffin

Zur histologischen Analyse wurden menschliches Synovialgewebe, sowie der unteren
Extremitidt von Mdusen der beschriebenen Stimme in Paraffin eingebettet. Dazu wurden, je
nach Grdfle, die Gewebestlicke in 4% Paraformaldehyd (in PBS) {iber Nacht bei 4 °C fixiert
und fiir 24 Stunden in Sorensen-Phosphatpuffer (pH 7,4) bei Raumtemperatur inkubiert.
Knochernes Gewebe wurde in 20% EDTA-Lo6sung entkalkt, bevor die Gewebe in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%; 90%; 96% und 100% Ethanol) entwissert wurden. Die
Gewebestlicke wurden dann in Zedernholzdl fiir mehrere Tage bei Raumtemperatur inkubiert,
bevor sie in ein Zedernholzdl-Paraffin-Gemisch bei 48 °C gegeben wurden. Anschlieend
wurden die Préparate in reines Paraffin tiberfiihrt und fiir drei Tage bei 60 °C inkubiert, wobei
das Paraffin mehrmals gewechselt wurde. AbschlieBend wurden die Priparate in

Paraffinblocke gegossen und bei 4 °C gelagert.

Immunbhistologische Fiarbung von Geweben

Fiir Immunhistologische Farbungen wurden verschiedene Paraffinschnitte von OA und RA-
Patienten bzw. Hinterpfoten der FHL2"", FHL2 ", FHL2""hTNFtg und FHL2 hTNFtg Maus
mit einer Schichtdicke von 5 um verwendet.

Die Gewebeschnitte wurden dreimal in Xylol sowie einer absteigenden Alkoholreihe (100%;
96%; 80% 70%) rehydriert, bevor sie in Aqua dest. bzw. TBS iiberfiihrt wurden. Zur
Demaskierung der Epitope wurden die Schnitte 10 Minuten bei 37 °C mit 1% Trypsin/EDTA
inkubiert. Nach dem Spiilen der Préparate in PBS wurden die Schnitte in eine feuchte
Kammer tiberfiihrt um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Um unspezifische
Antikdrperbindungen zu vermeiden wurden die Schnitte mit 1,5 %igem Pferdeserum (in TBS)
betrdufelt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die primiren Antikérper wurde
gemil Herstellerangaben in 1%igem Pferdeserum (in TBS) verdiinnt und die Schnitte fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur bzw. liber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Schnitte dreimal mit TBS gespiilt bevor sie mit den sekundiren, biotingebundenen
Antikorpern, die ebenfalls nach Herstellerangaben in 1 %igen Pferdeserum verdiinnt wurde,
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Fiir die Farbreaktion wurde das
Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories/ USA) gemil Herstellerangaben verwendet. Zuletzt
wurden die Schnitte in Metyl-Griin (Vector Laboratories/ USA) fiir drei Minuten bei 60 °C

gegengefirbt, bevor sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (96%, 100% Ethanol) und Xylol
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entwiassert wurden. AbschlieBend wurden die Schnitte mit DPX (Merck/ Darmstadt) haltbar

gemacht.

Toluidin-Blau Fiarbung von Paraffin-gefirbten Gewebeschnitten

Fiir das spezifische Anfarben von Knorpelgewebe in humanen und murinen Paraffinschnitten,
wurden die Schnitte jeweils dreimal jeweils fiinf Minuten in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe (100-, 96-, 80-, und 70 %igen Ethanol) jeweils zwei Minuten
rehydriert und im Anschluss fiinf Minuten in destilliertem Wasser gespiilt. Die
Gewebeschnitte wurden dann, je nach umfang des Knorpelgewebes, fiir 15- 25 Sekunden in
1x Toluidin-Losung gefarbt und kurz danach in destilliertem Wasser gespiilt. Die Schnitte
wurden dann in der Aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und dreimal je fiinf Minuten in

Xylol gegeben und zum Abschluss mit DPX eingedeckelt.

Morphometrische Analyse

Die Toluidin- Blau- gefarbten Priaparate (siche 3.2.4.4) der Hinterpfoten der Maduse wurden
hinsichtlich der Knorpel- und Entziindungsfliche analysiert. Die Verhéltnisse der
untersuchten Parameter wurden prozentual zur Gesamtfliche des Préparats gesetzt. Zur
Auswertung wurden die MittelfuBknochen mikroskopisch (10- fach VergroBerung)
aufgenommen und die Flachen mit der Software spot 4.6 (Diagnostic Instruments Inc., USA)

analysiert.
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8. Anhang

8 Anhang

8.1 Die TNFa-vermittelte Hemmung der FHL2-Expression kann zwischen

verschiedenen RASF variieren

Im Zusammenhang mit den TNFa-Stimulationskinetiken konnte gezeigt werden, dass TNFa,
die FHL2-Expression auf sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf Proteinebene hemmt. Eine
in diesem Kontext sehr interessante und wichtige Beobachtung ist, dass die Hemmung der
FHL2 Expression durch TNFa sowohl auf der mRNA-Ebene, als auch auf der Proteinebene in
den verschiedenen RASF variiert (vgl. Abb.: A1-A und -B)
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Abb. Al: Die TNFa-induzierte Hemmung von FHL2 kann in verschiedenen RASF variieren. qRT-PCR:
RASF von insgesamt sieben verschiedenen Patienten wurden isoliert und unter Standartbedingungen
kultiviert. (A) qRT-PCR: Die FHL2-Expression wurde mittels FHL2-spezifischer Primer relativ zur GAPDH-
Expression bestimmt. Die Auswertung zeigt, dass die TNFo-vermittelte Hemmung zwischen verschiedenen
RASF deutlich variieren kann. (B) Westernblot-Analyse: RASF wurden lysiert und die Gesamtzelllysate
elekrophoretisch Aufgetrennt und FHL2 mit dem spezifischen Antikorper F2B4 detektiert.

102



9. Veroffentlichungen

9 Veroffentlichungen

Orginalartikel:

Meyer, L.H., Smith, N., Will,] C., Neugebauer, K., Krob, A., Wunrau, C., Schnaeker, E.M.,
Ludwig, S., Kollias, G., Bassel-Duby, R., Moffat, A., Beaten, D., Niederreiter, B., Redlich,
K., Wixler, V. and Pap, T. (2008): FHL2 regulates the resolution of tissue damage in chronic

inflammatory arthritis. in Revision

Ubersichtsartikel:
Meyer, L.H., Neugebauer, K., Wixler, V., Echtermeyer, F. and Pap, T. (2008): Interaction of
synovial fibroblasts with the extracellular matrix — a key to the Parthogenesis of RA?

Eingereicht bei Current rheumatology Reviews

Meyer, L.H., Franssen, L., Pap, T. (2006):The role of mesenchymal cells in the
pathophysiology of inflammatory arthritis. Best Pract Res Clin Rheumatol. 20 (5) 969-981.

Meyer LH, Pap T. (2005):MAPK signalling in rheumatoid joint destruction: can we unravel
the puzzle? Arthritis Res Ther 7(5):177-8.

Posterprisentationen und Vortrige auf wissenschaftlichen Kongressen:

Lars Henrik Meyerl, Katja Neugebauerl, Eva- Maria Schnéikerz, Berno Dankbarl, Christina
Wunrau', Noreen Pundt" Viktor Wixler’ and Thomas Pap'

The four and a half LIM only protein 2 (FHL2) is involved in the stable activation of
rheumatoid arthritis fibroblasts through regulating MMP-13 expression and invasive

behaviour. European Workshop of Rheumatism Research —Toulouse, France 2008. (Vortrag)

Lars Henrik Meyer', Katja Neugebauer', Eva- Maria Schniker’, Berno Dankbar', Christina
Wunrau', Noreen Pundt" Viktor Wixler’ and Thomas Pap':The Four and a Half Lim Only
Protein 2 (FHL2) is Involved in Balancing MMP-13 Expression and in Invasive Behaviour of
RASF. Jahreskongress der American College of Rheumatoloy. Boston/ USA 2007.

(Poserprésentation)

103


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16980218&query_hl=11&itool=pubmed_docsum

10 Lebenslauf

104



Danksagung

11 Danksagung

An dieser Stelle mochte ich den Menschen danken, die mich in diesem Projekt sowie dem
Anfertigen dieser Arbeit so tatkriftig unterstiitzt haben.

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Thomas Pap, der mich in den letzten drei Jahren
kontinuierlich und sehr tatkréftig unterstiitzt hat und mir die Tiir zu einem der fiir mich
spannendsten Forschungsgebiete gedffnet hat.

Die Mitbetreuung dieser Arbeit durch PD Dr. Viktor Wixler war fiir mich ein besonders
gliicklicher Umstand, den sein starkes Engagement und die ausgezeichnete Betreuung in den
vergangenen drei Jahren, haben mallgeblich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen. In den
unzihligen Gespriachen und Erkldrungen hat Viktor Wixler mein wissenschaftliches Denken

entscheidend geprigt.

Ein groBes Dankeschon mochte ich auch an Herrn Prof. Dr. Wolfgang Linke richten, der sich
freundlicherweise als Erstgutachter dieser arbeit zur Verfiigung gestellt hat. Bedanken mdchte
ich mich auch bei Frau Prof. Dr. Berenike Maier, fiir die Bereitschaft, sich als Priiferin zur

Verfiigung zu stellen.

Meine Zeit in Miinster wird mir Dank der aulergewdhnlich netten, hilfsbereiten und offenen
Kollegen, die mich in den drei Jahren begleitet haben, in sehr guter Erinnerung bleiben.
Besonders bedanken mochte ich mich hier bei Dr. Eva-Maria Schnédker fiir Thre
freundschaftliche Unterstiitzung in der ganzen Zeit. Auf die Hilfe und Unterstiitzung von
Katja Neugebauer konnte ich mich auch zu ungewo6hnlichen Tageszeiten immer verlassen,

woflir ich ihr an dieser Stelle ganz herzlich danken mochte.

Natiirlich bleiben auch immer viele Personen unerwéhnt, die mir geholfen, mir Mut gegeben
haben oder mir einfach nur zu Seite gestanden haben. Bei alle denen mochte ich mich hiermit

ganz herzlich bedanken.

105



	Inhalt
	1 Zusammenfassung
	2 Einleitung
	1.1  
	2.1 Aufbau und Struktur der rheumatoiden Synovia
	2.2  Die Aktivierung rheumatoider Fibroblasten – der initiale Schritt zur Knorpelzerstörung
	2.3 Metalloproteasen vermitteln die Degradation der Knorpelmatrix 
	2.4 Proinflammatorische Zytokine stimulieren die Synthese von Matrixmetalloproteasen
	2.5 TNFα und IL-1 - die zentrale Zytokine in der Knorpeldestruktion
	2.6 Das Adaptormolekül FHL2 - Aufbau, Expression und Lokalisation
	2.7 FHL2 beeinflusst durch Bindung an seine Interaktionspartner deren Funktion
	1.1  
	2.8 FHL2 - ein wichtiger Vermittler in der Wundheilung und Osteogenese.

	3 Fragestellung der Arbeit
	4 Ergebnisse
	4.1 Die Expression von FHL2 in synovialem Gewebe und Primärkulturen synovialer Fibroblasten von RA-Patienten.
	4.1.1 Die Lokalisation und Expression von FHL2 in synovialem Gewebe
	4.1.2 Die Expression von FHL2 in Primärzellkulturen synovialer Fibroblasten

	4.2 Proinflammatorische Zytokine steuern die FHL2-Expression 
	4.2.1 Inflammatorische Zytokine hemmen die FHL2-Expression
	4.2.2 TNFα induziert ein 20 kDa großes FHL2-Fragment
	4.2.3  TGFβ induziert die FHL2-Expression in RASF

	4.3  Die FHL2-Expression im Verlauf der destruktiven Arthritis in der hTNFtg-Maus
	4.3.1 FHL2-Expression in synovialen Fibroblasten des hTNFtg-Mausmodells
	4.3.2 Die FHL2-Expression im Verlauf der destruktiven Arthritis ist transient
	4.3.3 Eine Hemmung der TNFα-Stimulation führt zu gesteigerter FHL2 Expression.

	4.4  Die FHL2-Defizienz führt zu einer anhaltenden Aktivierung von p38-MAPK 
	4.4.1 FHL2 kolokalisiert mit phospho-p38-MAPK im Nukleus nach TNFα-Stimulation
	4.4.2  FHL2-defiziente mesenchymale Stammzellen zeigen eine stabile p38-Aktivierung nach TNFα-Stimulation

	4.5 FHL2 reguliert die MMP-13 Expression
	4.5.1 FHL2 silencing mittels RNAi-Technologie
	1.1.1  
	4.5.2 Die RNAi-vermittelte Hemmung der FHL2 Expression steigert die TNFα-induzierte Expression von MMP-1 und MMP-13

	4.6  Die Überexpression von FHL2 unterbindet die TNF-induzierte    MMP-13-Expression 
	4.7  Die Hemmung der FHL2-Expression führt zu einer deutlichen Steigerung der Invasivität rheumatoider Fibroblasten
	4.7.1 Aufbau und Funktionsweisen des MATRI-Assays
	4.7.2 Die Hemmung von FHL2 führt zu einer deutlichen Steigerung der Invasivität von RASF

	4.8  FHL2-Defizienz führt zu einer deutlich gesteigerten Knorpel- und Knochendestruktion in der hTNFtg-Maus.
	4.8.1 Die Generierung der hTNFtg-FHL2-/-Maus
	4.8.2 hTNFtg-FHL2-defiziente Mäuse zeigen klinisch eine deutlich gesteigerte Progression der destruktiven Arthritis
	4.8.3  hTNFtg-FHL2-defiziente Mäuse zeigen umfangreichere und ausgeprägtere Gelenkzerstörungen als hTNFtg-Mäuse


	5 Diskussion
	5.1 FHL2 zeigt im Verlauf der RA ein transientes Expressionsmuster
	5.2 Proinflammatorische Zytokine hemmen die FHL2-Expression
	5.3 FHL2 - ein wichtiger Regulator der MMP-13-Expression
	5.4 Die umfassende Knochenzerstörung in der hTNFtg-FHL2-/--Maus – Ein Hinweis auf die Involvierung aktivierter Osteoklasten?
	5.5 Schlussfolgerung

	6 Material und Methoden:
	6.1 Biologisches Material
	6.1.1 Eukaryotische Zellen
	6.1.2 Bakterienstämme
	6.1.3 Plasmidvektoren und siRNAs
	1.1.1  
	6.1.4 Primersequenzen
	1.1.1  
	6.1.5 Antikörper

	1.1  
	6.2 Chemikalien
	6.3  Puffer und Lösungen
	6.3.1 Sonstige Puffer und Lösungen

	1.1  
	6.4 Bakterielle Kulturmedien 
	6.5 Kulturmedien und Zusätze für eukaryotische Zellen
	6.6 Molekularbiologische Kits
	6.7 Histologische Kits
	6.8 Sonstige Reagenzien
	6.9 Verbrauchsmaterialien
	6.10 Geräte und Software
	1.1  
	6.11 Methoden
	6.11.1 Tiermodelle
	6.11.2 Generierung der FHL2-/-hTNFtg Maus
	6.11.3 Genotypisierung 
	6.11.4 Klinisches Scoring der Arthritisschäden in Mäusen
	6.11.5 MicroCT-Imaging
	6.11.6 DNA-Methoden
	6.11.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
	6.11.8 Protein-Methoden 
	1.1.1  
	6.11.9 Zellkultur-Methoden
	6.11.10 Immunologische Methoden
	6.11.11 Histologische Methoden


	7 Literatur
	8 Anhang
	8.1 Die TNFα-vermittelte Hemmung der FHL2-Expression kann zwischen verschiedenen RASF variieren

	9 Veröffentlichungen
	10 Danksagung

