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ZUSAMMENFASSUNG
Zytokin-abhiingige Regulation der Genexpression von Aggrekanasen und
bone morphogenetic proteins in arthrotischen Synovialfibroblasten

Schmeil

Sebastian
Das Ziel dieser Arbeit war, die Bedeutung der Synovialfibroblasten fiir die Pathogenese der Osteo-
arthrose niher zu ergriinden. Von Interesse war dabei, welchen Effekt Zytokine auf die Expression
matrixdegradierender Proteasen und anaboler Wachstumsfaktoren durch Synovialfibroblasten von
Arthrosepatienten haben. Hierzu wurden Synovialfibroblasten von fiinf Arthrosepatienten kultiviert
und mit Interleukin-1a (IL-1a), Interleukin-1p (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), der Zytokinkombination IL-18/ TNF-a, Transforming growth factor-p (TGF-f), und On-
kostatin-M (OSM) stimuliert. AnschlieBend wurde mittels Polymerase chain reaction (PCR) die
Genexpression folgender Faktoren analysiert: Aggrekanase-1, Aggrekanase-2, bone morphogenetic
protein-2 (BMP-2), bone morphogenetic protein-4 (BMP-4) und cartilage derived morphogenetic
protein-1 (CDMP-1). Die folgenden Ergebnisse konnten beobachtet werden:

1. Die Genexpression der Aggrekanase-1 wurde durch IL-1B, TGF-B, OSM und die Zytokin-
kombination TNF-a /IL-1p stimuliert.

2. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine Suppression der BMP-4-Genexpression durch TNF-a,

IL-1a, IL-1pB, sowie die Zytokinkombination IL-1p/ TNF-a.

3. Ebenfalls supprimiert wurde die Genexpression des CDMP-1 durch TNF-q, IL-1p, TGF-B
und die Zytokinkombination IL-1p/TNF-a.

4. Die Zytokinstimulation hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Expression der

Aggrekanase-2 und des BMP-2.

Die Ergebnisse heben den pathogenetischen Stellenwert der Synovialfibroblasten als regulierbare
Synthesestitten matrixdegradierender Proteasen und anaboler Wachstumsfaktoren hervor. Insbe-
sondere die gegensitzliche Regulation der Aggrekanase-1 im Vergleich zu den Wachstumsfaktoren
BMP-4 und CDMP-1 bekriftigt die Hypothese, dass Synovialfibroblasten an der Entstehung eines
anakatabolen Ungleichgewichtes der kartilaginiren Homoostase beteiligt sind, welches fiir die

Pathogenese der Arthrose verantwortlich gemacht wird.
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1 Einleitung

1.1 Die Osteoarthrose

Die Osteoarthrose ist definiert als eine primér nichtentziindliche, progressive, degenera-
tive Erkrankung der Gelenke. Bis heute sind die Ursachen und Entstehungsmechanis-

men der Arthrose nicht vollstindig geklért.

Abzugrenzen ist die Arthrose gegeniiber den entziindlichen Arthritiden, wie der rheu-
matoiden oder der infektiosen Arthritis. Obwohl die entziindliche Komponente ein we-
sentliches Unterscheidungskriterium darstellt, kann auch eine Arthrose, insbesondere im
fortgeschrittenen Stadium der Krankheit, in entziindlichen Schiiben verlaufen und die
klassischen Symptome einer Entziindung (R6tung, Schwellung und Schmerzen) aufwei-
sen (43). Ein solcher Schub wird auch als aktivierte Arthrose bezeichnet und tritt im

Unterschied zu den Arthritiden sekundar im arthrotisch veranderten Gelenk auf.

Die Abgrenzung der Arthrose gegeniiber den entziindlichen Gelenkerkrankungen
kommt in der englischen Bezeichnung der Arthrose als Osteoarthritis nicht zur Geltung.
Ein weiteres Charakteristikum der Arthrose ist ihre Progredienz. Sie entwickelt sich
meist iiber Jahre oder Jahrzehnte und bleibt zunichst hiufig vollig asymptomatisch.
Wenn sie symptomatisch wird, ist das klinische Leitsymptom der Schmerz, welcher
zunichst als Belastungs- und Anlaufschmerz, spéter auch als Ruhe- und Dauerschmerz
auftritt. Hinzu kommt haufig eine zunehmende Bewegungseinschrankung des betroffe-
nen Gelenkes, welche teils auf den Schmerz, teils auf degenerative Umbauprozesse des
arthrotischen Gelenkes zuriickgefiihrt werden kann. Héufig ist es bereits lange vor dem
Auftreten erster klinischer Symptome mdglich, derartige Umbauprozesse radiologisch
nachzuweisen. Die typischen radiologischen Zeichen einer Arthrose sind eine Ver-
schmilerung des Gelenkspaltes, subchondrale Sklerosierung, osteophytdre Anbauten
und Gerdllzysten und wurden bereits 1957 von Kellgren und Lawrence beschrieben
(55). Grundsitzlich kann jedes Gelenk von einer Arthrose betroffen sein, besonders
haufig tritt sie jedoch als Gonarthrose oder Coxarthrose an den lasttragenden Gelenken

der unteren Extremitit auf.
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Die Ursachen der Arthrose sind vielféltig. Nach dtiologischen Gesichtspunkten unter-
scheidet man zwischen primérer und sekundérer Arthrose. Die Entstehung der priméren
oder auch idiopathischen Arthrose ist weitgehend ungeklért. Fiir sie werden endogene,
genetische Faktoren verantwortlich gemacht. Eine sekundére Arthrose entsteht infolge
einer pathologischen Verdnderung (19;42). So kdnnen zum Beispiel biomechanische
Verdnderungen zu einer Fehlbelastung eines Gelenkes und schlieBlich zu einer Arthrose
fiihren. Beispiele fiir solche ,,priaarthrotische Deformititen® sind angeborene sowie er-
worbene Gelenkfehlstellungen, Achsabweichungen oder posttraumatische Gelenkin-
kongruenzen (24). Auch eine {ibermiBige Belastung eines Gelenkes, sei es durch Uber-
gewicht oder durch die Ausiibung bestimmter beruflicher oder sportlicher Tatigkeiten,
steigert das Risiko einer Arthroseentstehung. Ein wesentlicher weiterer Risikofaktor ist
das Alter (18). Ebenfalls konnen zahlreiche endokrine, metabolische oder auch hdamato-

logische Erkrankungen wie die Himophilie die Entstehung einer Arthrose begiinstigen.

Ist eine Arthrose, gleich welcher Ursache, einmal eingetreten, bleibt sie irreversibel und
ist noch keiner kausalen Therapie zugédnglich. Die Behandlung beschriankt sich auf
symptomatische und progredienzverlangsamende MaBBnahmen. In vielen Fillen ist der

endoprothetische Gelenkersatz unvermeidlich.

Als der hdufigsten aller Gelenkerkrankungen kommt der Arthrose auch eine enorme
soziodkonomische Bedeutung zu (52). Schitzungsweise betrigt die Privalenz arthroti-
scher Gelenkveridnderungen in den USA bei iiber 55-Jdhrigen 68%. Es wird auerdem
geschitzt, dass die Arthrose durch Produktionsausfille und medizinische Behandlung in
den USA jéhrlich Kosten in Héhe von 65 Milliarden Dollar verursacht (23). In Anbet-
racht der demographischen Gesellschaftsentwicklung und der Verdnderung der Alters-
struktur der Bevolkerung muss damit gerechnet werden, dass die Volkskrankheit

Arthrose auch in Zukunft immer mehr an Bedeutung gewinnen wird.

1.2 Der Knorpel

Der adulte Gelenkknorpel besitzt einzigartige biomechanische Eigenschaften, wie bei-
spielsweise seine Reillfestigkeit und Elastizitit, welche ein jahrzehntelanges Funktionie-

ren garantieren. Eine wesentliche Aufgabe des Gelenkknorpels besteht darin, eine fast
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reibungslose Beweglichkeit der Gelenkflaichen zu gewéhrleisten, so dass trotz hoher
Gewalteinwirkungen kein nennenswerter Abrieb am Gewebe auftritt. Seine elastische
Verformbarkeit ermdglicht es ihm, hohe, punktférmig ansetzende Druckkréfte auf eine
breite Knochenunterlage zu verteilen. Dadurch wird der unter dem Knorpel liegende
Knochen mit seinen zerbrechlichen Spongiosabélkchen geschiitzt. Nicht zuletzt werden
DruckstoBe infolge hoher Bewegungsenergien im Gewebe durch Fliissigkeitsverschie-

bungen gemildert.

Knorpelgewebe besteht einerseits aus Zellen, den Chondrozyten, und andererseits aus
der von ihnen produzierten Interzellularsubstanz, der extrazelluldren Matrix (EZM). Der
biomechanische Funktionstriger des Knorpels ist die extrazelluldre Matrix, wihrend die
Chondrozyten, obwohl sie nur etwa 5% der Gesamtmasse ausmachen, fiir deren Aufbau
und Erhalt verantwortlich sind. Aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzungen der
extrazelluliren Matrix werden verschiedene Formen des ausdifferenzierten Knorpels
unterschieden: Hyaliner Knorpel, elastischer Knorpel und Faserknorpel. Elastischer
Knorpel ist beispielsweise am Aufbau der Ohrmuschel beteiligt, Faserknorpel am Auf-
bau der Symphyse oder der Zwischenwirbelscheiben. Bestandteil der Gelenke ist der
hyaline Knorpel, der wegen seiner blaulich durchscheinenden Beschaffenheit glasartig

(griechisch hyalos) genannt wird (59).

Knorpel ist weder innerviert, noch vaskularisiert. Daher erfolgt seine Nutrition mit Sau-
erstoff und Nihrstoffen, genauso wie der Abtransport von Stoffwechselprodukten durch
Diffusion iiber die Synovialfliissigkeit. Dennoch weisen Chondrozyten eine beachtliche
metabolische Aktivitdt zur Protein- und Kohlenhydratsynthese auf, was an ithrem Reich-
tum an rauem endoplasmatischem Retikulum und ihrem grof3en Golgi-Apparat erkenn-
bar ist (88). Die extrazelluldre Matrix des hyalinen Knorpels besteht hauptséchlich aus
Wasser, Kollagen und Proteoglykanen (57). Der Anteil des Wassers betrigt etwa 60-
80% der Gesamtmasse, Kollagene und Proteoglykane machen ca. 70%, bzw. 25% des
Knorpeltrockengewichtes aus. Das Kollagen bildet durch seine arkadenférmige Fibril-
lenanordnung eine Rahmenkonstruktion, die dem Knorpel als strukturelles Grundgeriist
seine Zug- und Reillfestigkeit verleiht. Aullerdem wirkt das Kollagennetzwerk einer
unkontrollierten Schwellneigung des Knorpels entgegen, welche auf der starken, osmo-
tisch bedingten Wasserbindungskapazitit der extrazelluliren Matrix beruht (15). Von

den derzeit bekannten 14 Kollagentypen kommt im Gelenkknorpel vorrangig der Typ II
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(90-95%) vor, in dem sich die Proteinketten zopfartig zu einer Tripelhelix durch inter-
molekulare H-Briicken zusammenfiigen (16). Diese helikale Anordnung des Kollagens
schiitzt die Peptidbindungen im Inneren des Molekiils vor dem Angriff durch
Peptidasen. Kollagen Typ IX und XI sind an Quervernetzungen beteiligt und tragen
somit zu einer Stabilisierung im Kollagengeriist des Knorpels bei. Die Zwischenrdume
der extrazelluliren Grundsubstanz werden ausgefiillt von hochmolekularen Proteogly-
kanen. Dies sind riesige Molekiilaggregate- am besten untersucht ist das Aggrekan- mit
einer zentralen Kohlenhydratkette, der Hyaluronséure. Daran sind unter Beteiligung der
Linkproteine die eigentlichen Proteoglykaneinheiten gebunden. Sie bestehen aus jeweils
einem Proteinstrang, dem Coreprotein, an dem iiber hundert Kohlenhydratseitenketten
gebunden sind (40;84). Die Struktur gleicht einer Flaschenbiirste (s. Abbildung 1). Die
Kohlenhydratseitenketten, die Glykosaminoglykane, besitzen negativ geladene Carbo-
xyl- und Sulfatgruppen, die positive Gegenionen vom Verlassen des Knorpels zuriick-
halten. Die Glykosaminoglykan-Monomere des artikuldren Knorpels sind Chondroitin-
sulfat, Keratansulat und Dermatansulfat. Sie liegen als Ketten unterschiedlicher Linge
vor, die aus sich wiederholenden Disachariduntereinheiten bestehen. Beispiele der sich
wiederholenden Untereinheiten sind N-Acetylgalactosamin, Glucuronsidure, Chrondroi-

tinsulfat, N-Acetylglucosamin, Galactose und Keratansulfat.

Hyaluronsaure

Glykosaminoglykane

Abbildung 1: Darstellung der Proteoglykanstruktur nach Luppa (64)
CS = Chondrotinsulfat, KS = Keratansulfat
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Die Glykosaminoglykane binden auf Grund ihres polaren Charakters Wasser. Die ,,Fla-
schenbiirsten* sind also von einer dicken Wasserhiille umgeben. Die Retention des
Wassers durch die Proteoglykane in der extrazelluldren Matrix bewirkt einen bestimm-
ten Turgor und Schwellungsdruck des Knorpels, der bei Druckeinwirkung Deformatio-
nen verhindert (54). Eine weitere Aufgabe der Proteoglykane besteht darin, die Matrix-
kollagene zu ,,maskieren®. Das heift, sie bilden eine Art Schutzhiille, welche ebenfalls
die Peptidbindungen des Kollagens vor proteolytischer Aktivitit schiitzt. Analog dazu
versteht man unter einer ,,Demaskierung™ des Kollagens einen Verlust genau dieser
Schutzhiille, welcher, initiiert durch enzymatische Degradation der Proteoglykane, als
ein frithes Stadium in der Pathogenese der Osteoarthrose aufgefasst wird. Die Produkti-
on der Proteoglykane erfolgt intrazelluldr in den Chondrozyten und Synoviozyten, die
Aggregation dagegen im extrazelluldren Raum. Die Umsatzrate der Proteoglykane ist

deutlich hoher als die der Kollagene; ihre Halbwertszeit betrdgt 400 bis 800 Tage.

interstitiellas Wassaer

_. Kollagen-Fibrille

g AT 1 i : ',_,.—-"" ! Frotecglykan
: e

Abbildung 2: Darstellung der extrazelluliiren Matrix nach Martinek (68)

1.3 Aufbau und Funktion der Synovialis

Die Gelenkkapsel ist mit Synovialmembran (Intima synovialis), subsynovialer Schicht
(Subintima) und fibroser Gelenkkapsel dreischichtig aufgebaut. Die subsynoviale

Schicht ist vasukularisiert, enthilt freie Nervenenden und bildet den Ubergang zwischen
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Synovialis und fibroser Gelenkkapsel, die fiir die physikalische Stabilitét verantwortlich
ist. Weiterhin enthélt die Subsynovia Lymphozyten, Leukozyten, sowie Plasma-, Mast-
und Fettzellen. Ahnlich wie der Gelenkknorpel enthélt auch die Synovialis eine extra-
zellulire Matrix, welche sich unter Anderem aus verschiedenen Kollagenen und
Proteoglykanen zusammensetzt (7). Die Synovialmembran besteht aus einer zweireihi-

gen Zellschicht mit zwei unterschiedlichen Typen von Synovialisdeckzellen.

Die makrophagenihnlichen Typ-A Deckzellen entstehen aus Knochenmarkstammzellen
und werden dem Monozyten-Makrophagen-System zugeordnet (22). Sie stehen im
Dienste der Immunabwehr und zeichnen sich durch die Fahigkeit zur Phagozytose aus.
AulBlerdem konnen sie IgG Fc-Rezeptoren und C3-Rezeptoren exprimieren und sind so

in der Lage, Immunglobuline und Komplementfaktoren zu binden (92).

Typ-B Synoviozyten sind Bindegewebszellen im engeren Sinn und werden deshalb
auch als Synovialfibroblasten bezeichnet. Thre Aufgabe besteht in der Bildung der Sy-
novia. So produzieren sie beispielsweise Hyaluronsdure, welche der Synovia ihre visko-
sen Eigenschaften verleiht (81). Neben ihrer Syntheseleistung verhindert die Synovialis
die Diffusion grofer Molekiile in die Gelenkhohle. Entsprechend enthilt die Synovia
Elektrolyte, kleine Molekiile wie Glukose, Laktat und Sauerstoff in vergleichbarer Zu-
sammensetzung mit dem Blutplasma. Der Gesamteiwei3spiegel ist relativ gering. Die
Mehrzahl der dem Plasma entstammenden Proteine weist ein niedriges Molekularge-
wicht auf. Die Synovia ist fibrinogenlos, enthélt keine Gerinnungsfaktoren und gerinnt
deshalb in vitro nicht. Dieses Plasmadialysat stellt die Erndhrung des bradytrophen,
nicht vaskularisierten Knorpels und der schlecht versorgten Gelenkbestandteile wie z.B.
Bénder und Menisken sicher. Die Funktionen der Synoviozyten reichen weit liber die
bisher genannten hinaus. GroBenteils sind sie noch nicht verstanden und werden gegen-
wartig intensiv erforscht. Man geht davon aus, dass die Synoviozyten ein kleiner Bau-
stein in einem komplexen und vielschichtigen System sind, an dem auch die anderen
zelluldren und extrazelluldren Strukturen des Gelenkes beteiligt sind. In diesem System
leisten die Synoviozyten ihren Beitrag zur Erschaffung und Aufrechterhaltung eines
empfindlichen Gleichgewichtes. Durch intensiven Informationsaustausch mit ihrer Um-
gebung und durch die Synthese und Sezernierung verschiedener Botenstoffe und Enzy-

me greifen sie in diese Homoostase ein.
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1.4 Die Homoostase des Knorpels

Die klassischen Erkldrungsmodelle zur Pathogenese der Osteoarthrose legen den
Schwerpunkt auf die mechanischen Belastungen. Danach wird der Knorpel, vergleich-
bar mit einem StoB3ddmpfer, als statisches Gebilde betrachtet, welches im Laufe der Zeit

verschleift.

Mit zunehmenden Erkenntnissen iiber die biochemischen Prozesse im Gelenk hat sich
in den letzten 30 Jahren ein weiteres, biochemisches Erklarungsmodell etabliert, wel-
ches die herkommlichen Modelle ergidnzt (103). Eine Kernaussage dieses Modells liegt
darin, dass der Knorpel trotz seiner Eigenschaft als bradytrophes Gewebe keineswegs
statisch und passiv ist. Als duBlerst dynamisches Gewebe unterliegen der Knorpel und
insbesondere die extrazellulire Matrix einem stindigen Wandel. Die strukturelle und
funktionelle Integritdt des Knorpels wird als das Ergebnis einer Vielzahl anaboler und
kataboler Vorgénge verstanden, die gleichzeitig ablaufen und sich unter physiologi-
schen Bedingungen gegenseitig ausgleichen. An der Erschaffung und Erhaltung dieses
FlieBgleichgewichtes sind die Chondrozyten, die Synoviozyten und die extrazellulédre
Matrix, ebenso wie Leukozyten, Lymphozyten und Makrophagen beteiligt. Nur durch
einen intensiven Informationsaustausch untereinander konnen sie die empfindliche kar-

tilagindre Homdostase aufrechterhalten.

An diesem Austausch sind zahlreiche Botenstoffe, wie Hormone, Wachstumsfaktoren
und in besonderem Mafe modulatorisch wirkende Zytokine beteiligt. In diesem Zu-
sammenhang werden auch mechanische Belastungen nicht nur als direkte Effektoren
gesehen, welche zum Beispiel durch Abrieb eine Verdnderung der Knorpelstruktur her-
vorrufen, sondern als biochemische Triggerreize, die auf indirektem Wege iiber eine
Zytokinstimulation Reaktionen im Knorpel erzeugen. Das beste Beispiel dieser Interak-
tion ist eine chronische Entlastung des Knorpels, die zur signifikanten Reduktion der
Proteoglykansynthese und des Aggregationsgrades fiihrt und somit wesentlich die me-
chanischen Eigenschaften des Knorpels verdndert (36;83). Der genaue Mechanismus
dieser Signaliibertragung ist nicht endgiiltig geklart. Gerét das FlieBgleichgewicht durch
ein Uberwiegen der katabolen Einfliisse aus dem Ruder, und kann dieser Zustand nicht
durch eine kompensatorische Steigerung der anabolen Einfliisse ausgeglichen werden,

resultiert eine strukturelle Schidigung des Knorpels. Dies ist der Ausgangspunkt fiir die
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Entwicklung einer Arthrose. Der wichtigste Angriffspunkt fiir die anabolen und katabo-
len Einfliisse sind die Eiweillbestandteile der extrazelluldren Matrix, also die Kollagene
und die Proteoglykane. Einer der ersten Schritte in der Pathogenese der Arthrose ist eine
proteolytische Spaltung der Proteoglykane. Dadurch werden die Kollagene fiir Protea-
sen leichter zugénglich, was zu einem Aufbrechen des Kollagengertistes fiihrt. Daraus
resultiert eine Hyperhydratation der Proteoglykane. Makroskopisch schwillt der Knor-
pel dadurch an. Dabei wird er aber auch weicher, unelastischer und verletzungsanfalli-
ger (14;71). Die Knorpeloberflidche raut im weiteren Verlauf auf, es entstehen Fissuren
bis schlieBlich die Knorpelschicht diinner wird oder gar bis auf den Knochen komplett

verloren geht.

Die entscheidenden katabolen Mechanismen in der Arthroseentstehung sind einerseits
eine verringerte Synthese extrazelluldrer Matrixbestandteile und andererseits eine ge-
steigerte Spaltung dieser Matrixbestandteile durch proteolytische Enzyme. Mitverant-
wortlich fiir das Uberwiegen der katabolen Einfliisse im Rahmen der Arthrosenetste-
hung ist die Wirkung verschiedener Zytokine. Diese vermitteln ihre Information iiber
spezifische Rezeptoren an der Oberfldche ihrer Zielzelle. Die Effekte, die sie dadurch in
der Zielzelle hervorrufen sind vielfaltig. Sie konnen beispielsweise die Proteinbiosyn-
these beeinflussen und dadurch aktivierend oder inhibierend auf die Synthese und Se-
zernierung bestimmter Proteine einwirken. Solche Proteine konnen im Kontext des
Knorpelstoffwechsels matrixdegradierende Enzyme sein. Inzwischen ist fiir sehr viele
Zytokine eine Beteiligung im ,,Konzert der Knorpelhomgostase* nachgewiesen. Einigen

kommt dabei eine besonders herausragende Rolle zu.

Interleukin-1 zeigte in zahlreichen Studien eine hohe Potenz in der Induktion kataboler
Prozesse (8;78;97) im Gelenkknorpel. Das ehemals auch als ,,Katabolin“ bezeichnete
IL-1 liegt in zwei Isoformen (IL-1a, IL-1B) und wird im Knorpel von Chondrozyten,
Fibroblasten und Makrophagen gebildet. Die Wirkung des IL-1 erfolgt iiber zwei spezi-
fische Rezeptoren (IL-1R Typ I und Typ II). Bei Arthrosepatienten findet man eine
deutlich erhohte Anzahl von Typ I Rezeptoren auf den Chondrozyten. Dadurch werden
sie fiir die katabolen Einfliisse des IL-1 sensibilisiert (66). Dies gilt besonders fiir IL-1,
welches eine hohere Affinitdt zu diesen Rezeptoren hat. Weiterhin steigert IL-1 die Syn-
these matrixdegradierender Proteasen und inhibiert die Kollagen- und Aggrekansynthe-

se (30;78).
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Eine dhnlich grofle Bedeutung auf der katabolen Seite der Matrixhomdostase hat der
Tumornekrosefaktor o (TNF-a). Er wurde frither auch als ,, Kachektin®“ bezeichnet.
TNF-a wird hauptsidchlich von Monozyten und Makrophagen als inaktive Vorstufe syn-
thetisiert und anschlieBend durch das TNF-a-converting-enzyme in seine aktive Form
tiberfiihrt (2). Auch fiir TNF-a existieren spezifische Rezeptoren, die bei Arthrosepati-
enten stirker exprimiert werden (105). Der Einfluss von TNF-a auf den Proteoglykan-

metabolismus dhnelt dem des IL-1 (101).

Zytokine beeinflussen sich auch gegenseitig in Aktivitit und Synthese. So wird die
Wirkung von Interleukin-6 (IL-6), einem weiteren proinflammatorischen Zytokin, durch
IL-1 verstérkt (79). IL-6 wird von Monozyten, Lymphozyten und Fibroblasten gebildet.
Ihm werden dhnliche Einfliisse auf den Knorpelmetabolismus zugeschrieben wie dem
IL-1. In der Synovia von arthrotischen und besonders von arthritischen Gelenken findet

man erhohte IL-6-Konzentrationen (38).

Die beiden am besten untersuchten Gruppen matrixdegradierender Enzyme sind die

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und die Aggrekanasen.

1.5 Die Matrix-Metalloproteinasen

MMPs sind eine grofe, strukturell und funktionell sehr vielféltige Gruppe proteolyti-
scher Enzyme (74;76). Sie heilen Metalloproteinasen, weil sie Zinkionen enthalten. Die
grof3e Familie der MMPs wird weiter unterteilt in verschiedene Untergruppen, wie Kol-
lagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), Gelatinasen (MMP-2, MMP-9),
Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11) und einige andere. Gemeinsamkeit der
MMPs ist ihre Aktivitdt in Geweben mesenchymalen Ursprungs, also insbesondere im
Bindegewebe, zu dem auch der Knorpel gehort. Hauptsdchlich von Chondrozyten und
Synovialfibroblasten als inaktive Vorstufen sezerniert, entfalten sie nach extrazelluldrer
Aktivierung ihre Wirkung als Proteasen. Im Knorpel besonders stark vertretene MMPs
sind die Gelatinase-A und -B (MMP-2 und MMP-9), die Kollagenase-1, -2, -3 (MMP-1,
MMP-8 und MMP-13); auBBerdem das Stromelysin-1 (MMP-3). Opfer der proteolyti-
schen Aktivitdt der MMPs sind die Eiweif3bestandteile der EZM, also die Kollagene und
Proteoglykane. Dabei ist die Substratspezifitit der meisten MMPs relativ gering
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(10;110). Eine MMP kann demnach verschiedene Matrixproteine spalten; ebenso ist
eine bestimmte Peptidbindung fiir mehrere MMPs zugénglich. Dennoch zeigen MMPs

bestimmte Substratprdferenzen.

Da die MMPs ein sehr potentes Werkzeug auf der katabolen Seite der Matrixhomdosta-
se darstellen, unterliegt ihre Aktivitdt einer fein abgestimmten Regulation. Einerseits
wird bereits ithre Synthese und Sezernierung durch inhibierend und aktivierend wirken-
de Zytokine reguliert, andererseits existieren mit den ,.tissue inhibitors of matrix metal-
loproteinases (TIMPs) spezifische Antagonisten der MMPs. Diese Glykoproteine sind
in der Lage, die Aktivitdt der MMPs durch Bindung an deren aktives Zentrum zu inhi-
bieren. Sie stellen damit einen wichtigen Gegenpol der MMPs in der Homoostase des

Knorpels dar (20;53;67;107).

1.6 Die Aggrekanasen

Neben den MMPs zdhlen auch die Aggrekanasen zu den Metalloproteinasen, da auch
sie in ihrem katalytischen Zentrum Zinkionen enthalten. Eine Untergruppe der Metal-
loproteinasen sind die Adamalysine, welche sich wiederum in zwei Subklassen untertei-
len lassen: ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) und ADAMTS (a disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motif) (67). Letzteren gehdren die Aggre-
kanasen an. ADAMs sind an die Zellmembran gebunden. Damit entfalten sie ihre Wir-
kung hauptsédchlich an Proteinen der Zelloberfliche. Thre Bedeutung fiir den Stoffwech-
sel der EZM ist bisher kaum bekannt. Im Gegensatz dazu werden die erst vor wenigen
Jahren entdeckten Proteasen der ADAMTS-Familie sezerniert und nehmen damit eine

zentrale Rolle in der Homodostase der EZM ein.

Uber die bislang 19 identifizierten Mitglieder der ADAMTS-Familie ist nur wenig be-
kannt. Von vielen kennt man weder die Funktion, noch das Substrat ihrer proteolyti-
schen Aktivitdt. Seit der Entdeckung von ADAMTS-1 im Jahre 1997 (58) sind die Er-
kenntnisse liber diese Proteasen jedoch stetig gewachsen. Es wird immer deutlicher,
dass sie an zahlreichen Schauplétzen in regulatorische Systeme involviert sind. Neben
ihrer pathogenetischen Bedeutung fiir die Osteoarthrose spielen sie auch bei der Entste-

hung vieler anderer Erkrankungen eine grof3e Rolle.
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Es ist bekannt, dass Mutationen bestimmter ADAMTS-Mitglieder zu genetisch beding-

ten Krankheiten fiihren.

Eine Mutation von ADAMTS-13 beispielsweise fiihrt aufgrund einer fehlerhaften Pro-
zessierung des Von Willebrand Faktors zur Thrombotisch Thrombozytopenischen Pur-
pura, einer erblichen Blutgerinnungsstorung (98). Eine Mutation des ADAMTS-3-Gens
verursacht eine Stérung der posttranslationalen Kollagenprozessierung und damit eine
fehlerhafte Anordnung der Fibrillen. Dies fiihrt zur Dermatosparaxis, einer Erbkrank-
heit, bei der die Haut der Betroffenen sehr verletzlich und fragil ist (26). Nicht zuletzt
setzen Krebsforscher einige Hoffnung in die Erforschung der ADAMTS-Familie. Durch
eine Blockade des VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)-Rezeptors inhibiert
ADAMTS-1 die endotheliale Zellproliferation und verursacht dadurch eine Suppression

der Angiogenese- moglicherweise auch in Tumoren (65).

VORKOMMEN/
ADAMTS SYNONYM SUBSTRAT PATHOLOGISCHE
BEDEUTUNG
ADAMTS-1 Versikan, Brevikan, | Angiogenese, Inflamma-
Aggrekan, VEGF-R | tion
ADAMTS-2 | Prokollagen I/Il | Prokollagen I/II Ehlers-Danlos-Syndrom,
-Propeptidase Dermatosparaxis
ADAMTS-3 Prokollagen I/I1 Dermatosparaxis
ADAMTS-4 | Aggrekanase-1 | Aggrekan Knorpeldegradation
ADAMTS-5 | Aggrekanase-2 | Aggrekan Knorpeldegradation
(FADAMTS-11)
ADAMTS-13 | VWF cleaving Von Willebrand Fak- | Thrombotisch Thrombo-
Protease tor zytopenische Purpura

Tabelle 1 zeigt die ADAMTS-Mitglieder mit bekannter Funktion
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Neben ihrer Eigenschaft, Proteine zu spalten verbindet die verschiedenen ADAMTS-

Mitglieder ihre groBe strukturelle Ahnlichkeit. Mit geringer Variation enthalten alle:

eine Pro-Doméne

Diese Domidne am N-terminalen Ende des Proteins besteht aus etwa 220 -300
Aminoséuren. Sie ist reich an Cystein und wird nach der Sezernierung von einer
Pro-Protein-Konvertase abgespalten. ADAMTS-Proteasen werden also als Zy-

mogene synthetisiert
eine katalytische Domiéine

In dieser Region befindet sich das aktive Zentrum des Enzyms. Hier erfolgt die
katalytische Spaltung des jeweiligen Substrates. Durch die besondere Aminoséu-
rensequenz in dieser Domine konnen hier die fiir die Proteaseaktivitét essentiel-

len Zinkionen gebunden werden.

eine Disintegrin-dhnliche Doméne

Diese 60-90 Aminosiuren lange Domiine weist Ahnlichkeit zu Disintegrinen in

Schlangengift auf. Thre genaue Funktion ist unbekannt.
eine Thrombospondin-Doméne

Diese Doméne ist bei allen ADAMTS-Mitgliedern fast identisch. Sie stellt den
wichtigsten strukturellen Unterschied zu den ADAMSs dar und spielt wahrschein-

lich eine grofe Rolle in der Substraterkennung.

eine cysteinreiche Domiine

Auch in dieser Domine besteht eine groBe strukturelle Ubereinstimmung zwi-

schen den verschiedenen ADAMTS-Mitgliedern.
einen Spacer

Er ist zwischen 127 und 221 Aminosduren lang und weist die groBte strukturelle

Variabilitit aller Doménen auf.
eine weitere Thrombospondin-Doméine

eine C-terminale Doméne (4;62;91;100;104).
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Als Mitglieder der ADAMTS-Familie nehmen die beiden Aggrekanasen eine zentrale
Rolle in der Pathogenese der Knorpeldegradation ein. Neben den MMPs sind sie die
effektivsten bekannten knorpeldegradierenden Enzyme. Die Aggrekanasen spalten ihr
spezifisches Substrat- das Aggrekan- an einer genau festgelegten Stelle. Die Spaltung
erfolgt in der so genannten interglobuldren Doméne (IGD) des Aggrekans. Das Core-
Protein des Aggrekans besteht aus insgesamt 3 globuldren Dominen. Die N-terminale
Domine GI ist gemeinsam mit dem Link-Protein an der Bindung zwischen den iiber
hundert einzelnen Aggrekanmonomeren und der zentralen Hyaluronsiure beteiligt. Et-
was kiirzer ist die in der Mitte des Aggrekans gelegene Doméne G2, und am C-
terminalen Ende befindet sich die Doméne G3. Zwischen den Doméinen G2 und G3 sind
die zahlreichen Glykosaminoglykane, hauptsichlich Keratansulfat (KS) und Chondro-
tinsulfat (CS) gebunden. Sie verleihen dem Aggrekan seine hydrophilen Eigenschaften
(41). In der IGD zwischen G1 und G2 befinden sich die beiden entscheidenden Schnitt-
stellen fiir Aggrekanasen und MMPs (s. Abbildung 3). Wird das Aggrekan in der IGD
gespalten, so bleibt nur die Domédne G1 an die zentrale Hyaluronsdure gebunden. Der

Rest des Aggrekans und damit auch seine Wasserbindungskapazitét geht verloren.

Glykosaminoklykan-Region
IGD

L] |}
Gl G2 =K C&-1 C5-2 =3
. b—KS—h— CS- 1—}—CS-2—

Abbildung 3: Domiinenstruktur des Aggrekans modifiziert nach Fosang (29)

Die Schnittstelle der MMPs befindet sich an der Stelle Asn**' |Phe’*. Die Aggrekana-
sen spalten an der Stelle Glu>”|Ala’™*. In geringem MaBe spalten die Aggrekanasen
auch an der MMP-Schnittstelle und umgekehrt (106). Die Schnittstelle der Aggrekana-
sen war schon bekannt, bevor die Aggrekanasen iiberhaupt entdeckt worden sind. Die
Lokalisation der Schnittstellen wurde durch die Verwendung von Antikérpern gegen
bestimmte Neoepitope ermoglicht (s. Abbildung 4). Dabei handelt es sich um die Enden
der Aggrekanbruchstiicke, die durch die enzymatische Spaltung entstehen. Je nach dem,

an welcher Stelle die Spaltung erfolgt, haben diese Bruchstiickenden eine unterschiedli-
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che Sequenz und konnen von verschiedenen Antikorpern als Neoepitop erkannt werden.
Nachdem man herausgefunden hatte, dass nur die Asn®*'|Phe’* Schnittstelle durch
MMPs entsteht, bezeichnete man die Glu’”*|Ala’™ Schnittstelle als Aggrekanasen-
Schnittstelle, ohne die verantwortliche Protease zu kennen (46). Erst 1999 wurde zuerst
die Aggrekanase-1 (94) und kurz darauf die Aggrekanase-2 (1) identifiziert. Inzwischen
sind weitere Schnittstellen identifiziert worden, an denen Aggrekan durch Aggrekana-
sen gespalten wird. Sie befinden sich zwischen den Doménen G2 und G3, also in der
Glykosaminoglykanregion, spielen aber wahrscheinlich nur eine untergeordnete
Rolle (96). Aggrekanasen werden in erster Linie von Chondrozyten (47) und Synovial-

fibroblasten (50) synthetisiert.

Interglobuldre Domine
G1Domine ! MIIP Aggrekanase ' G2 Domane
| 1 v v 1
C-terminales  H-terminales Cterminales  H-terminales
Heoepitop  Heoepitop Heoepitop  Heoepitop
VDIPET;I IIFFGVGGEED‘WQWPDMELPLPRNITEG&E r:-‘\RGS‘\.f'!—;’
341 342 ara  ar4

Abbildung 4: Die Interglobulire Domine modifiziert nach Fosang (29)

Das Wissen iiber die Regulation der Synthese und Sezernierung der Aggrekanasen ist
noch liickenhaft. Insbesondere iiber die Beeinflussung der Aggrekanasensynthese in
Synovialfibroblasten ist wenig bekannt. In Chondrozyten konnte eine Steigerung der
Aggrekanasensynthese durch die Stimulation mit verschiedenen Zytokinen nachgewie-
sen werden. Interleukin-1 und Onkostatin M steigern synergistisch die Synthese der
Aggrekanase-1, wihrend die Aggrekanase-2 unbeeinflusst bleibt (56). In Knorpelkultu-
ren konnte auch gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von IL-1 und TNF-a ein er-
hohter Aggrekanabbau durch Spaltung an der Aggrekanasenschnittstelle stattfindet (6).
Der gleiche Effekt ist fiir IL-6 in Knorpelkulturen beschrieben (27). Weiterhin ist nach-
gewiesen, dass unter der Stimulation mit TGF-$ sowohl der Aggrekankatabolismus, als
auch die Expression der Aggrekanase-1 in Chondrozyten aus arthrotischen Gelenken

gesteigert wird. Die Synthese der Aggrekanase-2 dagegen wird durch TGF- nicht be-
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einflusst (70). Auch bei den Synovialfibroblasten ist eine Beeinflussung der Aggrekana-
sensynthese durch TGF-B beschrieben. Ahnlich wie in Chondrozyten wird auch hier die
Synthese der Aggrekanase-1 stimuliert, wihrend die Aggrekanase-2 weitgehend unbe-
einflusst bleibt. AuBlerdem ist die Stimulierbarkeit der Synovialfibroblasten durch TGF-
B bei der rheumatoiden Arthritis deutlich groBer als bei der Osteoarthrose (111). Genaue
Erkenntnisse iiber eine mogliche gegenseitige Beeinflussung der beiden Aggrekanasen
untereinander oder zwischen Aggrekanasen und MMPs liegen gegenwirtig noch nicht
vor. Ebenso wenig ist genau bekannt, welche Aggrekanase quantitativ die groB3te Rolle
in der Degradation des Aggrekans spielt. Dies ist auch im Vergleich zwischen Aggreka-
nasen und MMPs nicht klar. Allerdings wurde in IL-1-stimulierten Knorpelkulturen
festgestellt, dass die Aggrekandegradation zu 90 % auf Aggrekanasen und innerhalb der
Aggrekanasenfamilie zu 75 % auf die Aggrekanase-1 zuriickzufiihren ist (95). Inwiefern
diese Ergebnisse auch in vivo und unter physiologischen Stimulationsverhéltnissen gel-

ten ist unklar.

Letztlich bleibt festzuhalten, dass die Aggrekanasen genau wie die MMPs in ein kom-
plexes und vielschichtiges regulatorisches System eingebettet sind, in dem insbesondere
die Rolle der Synovialfibroblasten zu einem gro3en Teil noch ungeklért ist. Es mehren
sich Erkenntnisse, dass die Aktivitdt der Aggrekanasen nicht nur auf der Syntheseebene
reguliert wird, sondern auch durch posttranslationale Inhibition. So konnte beispielswei-
se fir TIMP-3 und a2 Makroglobulin ein inhibitorischer Effekt auf die Aktivitdt der
Aggrekanasen nachgewiesen werden (93). Die TIMP-3 Expression wird in Chondrozy-
ten und Synovialfibroblasten durch TGF-B und durch OSM hochreguliert (60;89). Die
wenigen Erkenntnisse iiber die Regulation der Aggrekanasen, aber auch insgesamt iiber
die Regulation der Knorpelhomdostase beschrianken sich fast ausschlieBlich auf katabo-
le Einflussfaktoren. So ist fiir zahlreiche Zytokine eine Steigerung der Synthese matrix-
degradierender Proteasen beschrieben, wihrend tiber die Beeinflussung anaboler Pro-
zesse in der extrazelluldren Knorpelmatrix nur wenig bekannt ist. Zytokine, die bei-
spielsweise die Synthese und Aktivitit matrixdegradierender Proteasen herunterregulie-
ren, sind bisher kaum beschrieben. Ansétze, die in diese Richtung gehen, liefern Studien

iiber bone morphogenetic proteins (BMPs).
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1.7 Die bone morphogenetic proteins

Bone morphogenetic proteins sind multifunktionale Regulatoren des Zellwachstums,
der Zelldifferenzierung und der Apoptose. Die BMPs, von denen inzwischen mehr als
ein Dutzend Subtypen bekannt sind, werden strukturell der TGF-B-Familie zugerechnet.
Zu ihnen gehort auch das cartilage derived morphogenetic protein-1 (CDMP-1,
BMP-14). Urspriinglich wurden BMPs als Proteine identifiziert, die wiahrend des
Wachstums eine zentrale Rolle in der Regulation der Osteo- und Chondrogenese (109),
ebenso wie in der Differenzierung von Sehnen und Biandern (32;45;108) spielen. BMPs
haben einen stimulierenden Einfluss auf die Knorpelbildung wéhrend des Wachstums.
Dies belegen beispielsweise Studien an Mausen, bei denen wihrend der Embryogenese
experimentell sowohl eine Uberexpression, als auch eine Unterexpression verschiedener
BMPs ausgelost wurde. Wéhrend die Unterexpression zu einer deutlich verringerten
Knorpelbildung fiihrte, war eine massive Knorpelhypertrophie Folge der Uberexpressi-
on (99). Es mehren sich Erkenntnisse, dass BMPs nicht nur wihrend des Wachstums die
Knorpel- und Knochenbildung stimulieren, sondern auch im adulten ausdifferenzierten
Knorpel und Knochen anabole Effekte haben. So konnte beispielsweise in Studien an
humanen Chondrozyten gezeigt werden, dass unter der Stimulation mit CDMP-1 die
Synthese extrazelluldrer Matrixproteoglykane angeregt wurde (12). Die gleiche Wir-
kung wurde unter dem Einfluss von BMP-2 und BMP-4 beobachtet (37;77). Weitere
Studien, in denen auch in vivo ein beschleunigender Effekt von BMPs auf die Reparati-
on experimentell induzierter Knochen- und Knorpeldefekte belegt wurde, heben das

anabole Potential dieser Proteine hervor (21;44;51).

Bereits heute werden aus diesem Grunde in der Klinik fiir Unfall-, Hand- und Wieder-
herstellungschirurgie des Universititsklinikums Miinster BMPs intraoperativ wegen

ihrer osteoinduktiven Eigenschaften zur Verbesserung der Frakturheilung appliziert.

BMPs werden von Chondrozyten, Synovialfibroblasten und Makrophagen synthetisiert.
Uber die Regulation ihrer Synthese und Aktivitit, insbesondere in Synovialfibroblasten,

liegen bisher kaum Veroffentlichungen vor.
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1.8 Fragestellung

Die biochemischen Erkldarungsmodelle zur Pathogenese der Osteoarthrose machen ein
Ungleichgewicht der kartilagindren Matrixhomoostase zugunsten kataboler Prozesse fiir
den beschleunigten Abbau der extrazelluldren Knorpelmatrix verantwortlich. Entschei-
dend mitbeteiligt an der enzymatischen Degradation der Knorpelmatrix und damit we-

sentliche katabole EinflussgroBen sind die beiden Aggrekanasen.

Auf der anderen Seite wird verschiedenen Wachstumsfaktoren, den bone morphogenetic
proteins, ein grofles Potential zur Induktion anaboler Mechanismen im Knorpel zuge-

schrieben. Dies gilt besonders fiir BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 (BMP-14).

Noch liickenhaft ist das Wissen iiber die Synthesequellen der Aggrekanasen und insbe-
sondere der Wachstumsfaktoren. Wéahrend sich die wissenschaftliche Literatur der letz-
ten Jahre hauptsidchlich mit der Erforschung der Chondrozyten beschiftigte, ist die Rol-
le der Synovialfibroblasten in diesem Zusammenhang vergleichsweise unklar. Daraus

ergibt sich folgende Frage:

Werden die Aggrekanasen, BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 von Synovialfibroblasten

von Arthrosepatienten exprimiert?

Unbestritten ist, dass zahlreiche anabole und katabole Mechanismen, welche fiir die
Gestaltung der Knorpelhomgostase bedeutsam sind, dem regulativen Einfluss von Zyto-
kinen unterliegen. So variieren Zytokine beispielsweise die Produktion matrixdegradie-
render Proteasen, ebenso wie die Kollagen- und Proteoglykansynthese. Die Erkenntnis-
se iiber die Regulation der Aggrekanasen in Synovialfibroblasten durch Zytokine sind
noch unvollstindig, iiber die Zytokinregulation der BMPs liegen kaum Veroffentlichun-

gen vor. Daraus ergeben sich folgende Fragen:

Wird die Expression der Aggrekanasen und von BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 in
Synovialfibroblasten durch Zytokine reguliert? Werden die Aggrekanasen als ka-
tabole Proteasen und die BMPs als anabole Wachstumsfaktoren moglicherweise

unterschiedlich reguliert?
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Probenmaterial

Als Probenmaterial wurde Synovialgewebe aus Kniegelenken von Osteoarthrosepatien-
ten verwendet. Das Material wurde steril und frisch wéhrend der endoprothetischen
Versorgung durch die orthopadische Abteilung des Universititsklinikums Miinster ent-

nommen. Die fiinf Patienten litten an Osteoarthrose des Schweregrades III bis [V*.

Patient Alter (J) Geschlecht Arthrosestadium®
#1 82 w v
#2 63 m v
#3 65 w v
#4 65 m v
#5 83 w 111

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der Patientendaten

*nach Kellgren und Lawrence (55)

2.2 Zellbiologische Grundlagen

Die auf den folgenden Seiten beschriebenen laboranalytischen Methoden wurden
durchgefiihrt, um herauszufinden, wie eine Stimulation der Synovialfibroblasten durch
unterschiedliche Zytokine die Genexpression verschiedener Proteine beeinflusst. Von
besonderem Interesse war dabei die Expression der Aggrekanasen. Die durchgefiihrten
Methoden basieren auf grundlegenden zellbiologischen Prozessen, auf welche daher

zunichst kurz eingegangen wird.

In allen eukaryontischen Zellen, zu denen auch die Synovialfibroblasten gehoren, lauft

die Proteinbiosynthese nach einem festen Schema ab.
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Der ,,Bauplan® fiir die Proteine ist festgelegt in der DNA im Zellkern. Die Reihenfolge
der Basen bestimmt die Reihenfolge der Aminosduren und damit die Struktur des Prote-
ins. Die entscheidenden Schritte von der Basensequenz zur Aminosdurensequenz sind
die Transkription (Umschreibung) und die Translation (Ubersetzung). Als Transkription
bezeichnet man die Ubertragung der genetischen Information der doppelstringigen
DNA auf die einzelstringige m-RNA (messanger-RNA). Diese verldsst den Zellkern
und gelangt zu den Ribosomen, wo die Translation stattfindet. Hier erfolgt die Uberset-
zung der Basensequenz der m-RNA in die Aminosduresequenz der Proteine. Wird die
Synthese eines bestimmten Proteins durch die Wirkung verschiedener Zytokine inhibie-
rend oder stimulierend beeinflusst, so kann dies auf verschiedene Arten nachgewiesen
werden. Eine Moglichkeit besteht darin, die zu untersuchenden Proteine direkt nachzu-
weisen und ihre Konzentration unter verschiedener Stimulation zu vergleichen. Es ist
jedoch auch moglich, die Beeinflussung der Proteinbiosynthese indirekt durch einen
Vergleich der m-RNA-Expression zu beurteilen. Wird die Synthese eines Proteins durch
ein stimulierend wirkendes Zytokin gesteigert, so kann dies indirekt anhand des intra-
zelluldren Gehaltes der korrespondierenden m-RNA bestimmt werden. Ein gesteigerter
RNA-Gehalt resultiert entweder aus einer erhdhten Genexpression, oder aus einer hohe-
ren RNA-Stabilitdt. Fiir den Vergleich der m-RNA-Expression mussten mehrere Ver-
fahrensschritte durchgefiihrt werden.

2.3 Isolation und Kultivierung der Synovialfibroblasten

Um die Synovialfibroblasten aus dem Gewebeverband herauszuldsen, wurde das Syno-
vialgewebe zerkleinert und in einer 0,5%igen Trypsin- und 0,2%igen EDTA-LGsung
(PAA-Laboratories) enzymatisch fiir eine Stunde bei 37 °C verdaut. Anschlieend wur-
de das Gemisch aus Gewebe und Losung durch 100 pm-Nylonsiebe filtriert, um ver-
bliebene Gewebereste zu entfernen. Dann wurden die Synoviozyten fiir 10 Minuten bei
500 g zentrifugiert, was zur Bildung von Zellpellets fiihrte. Nach Neutralisierung des
Trypsins in 20 ml Komplettmedium und Resuspension der Zellen wurden diese erneut

pelletiert.
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AnschlieBend wurden die Zellen in DMEM/High Glukose-Medium gegeben, welches
mit 10 % fetalem Kaélberserum (FCS; Gibco-BRL), 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin und 0,25 pg/ml Amphotericin (P/S/A; Gibco-BRL) supplementiert war.

Die Zellen wurden zur Kultivierung auf 75 cm® Zellkulturflaschen gegeben und bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach Ausbildung einer adhidrenten Monolayerschicht
wurden die Zellen zur weiteren Expansion mit Trypsin-EDTA vom Flaschenboden ge-

16st, in Medium 1:6 verdiinnt und erneut ausplattiert.

2.4 Stimulation der Synovialfibroblasten

Zundchst wurden die Synovialfibroblasten auf 24-Wellplatten (Lochplatten) verteilt. In
jedes well wurden 500 pl des Zell-Medium-Gemisches in einer Konzentration von
10* Zellen/ml gegeben. Es folgte eine Inkubation der Platten bei 37° C. Nach Erreichen
einer etwa 70 %igen Konfluenz wurde das Medium erneuert; anschlieBend wurden die
Zellen stimuliert. Die Stimulation erfolgte mit folgenden Zytokinen der Firma R&D
Systems in einer Konzentration von jeweils 10 ng/ml: Interleukin-1a (IL-1a), Interleu-
kin-1p (IL-1pB), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-o (TNF-a)), der Zytokinkom-
bination IL-1B/ TNF-a, Transforming growth factor-B (TGF-B) und Onkostatin-M
(OSM). Nach einer Inkubationszeit von genau 48 Stunden bei 37° C wurden die stimu-
lierten Zellen ,,geerntet” und zur weiteren Analyse vorbereitet. Es wurden jeweils vier

wells mit einem Zytokin stimuliert.
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2.5

Isolation der RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte durch Verwendung des RNeasy-Mini-Kits der

Firma Qiagen. Das Prinzip des Verfahrens besteht darin, dass unter Verwendung eines

Saulensystems die RNA der zu untersuchenden Proben von den iibrigen zelluldren Be-

standteilen getrennt wird. Dies gelang durch wiederholtes Waschen und Zentrifugieren

der Sdulen. Folgende Schritte wurden zur Isolation der RNA durchgefiihrt:

Abnahme der Uberstiinde und Waschen der Zellen mit 100 ul PBS pro well

Lyse der Zellen durch Zugabe von 90 pul RLT-Lysepuffer pro well und Inkubati-

on fiir 5 Minuten; anschlieBend Vereinigung von vier gleich stimulierten wells

Zugabe von 350 pl Ethanol (70%) und Auftragen von 700 pl des Gemisches auf

die Sdule

15 Sekunden zentrifugieren bei 10000 rpm, anschlieBend Dekantieren der Fliis-
sigkeit

Auftragen von 700 pl RW1-Puffer auf die Sdule, erneutes Zentrifugieren fiir 15

Sekunden bei 10000 rpm und Dekantieren der Fliissigkeit

Auftragen von 500 pl RPE-Puffer, Zentrifugieren fiir 15 Sekunden bei 10000

rpm, Dekantieren der Fliissigkeit

Wiederholung des letzten Schrittes, Zentrifugieren jedoch fiir zwei Minuten bei

14000 rpm

RNA-Elution durch Auftragen von 30 pul DEPC-H,O auf die Sdulenmembran

und erneutes Zentrifugieren fiir eine Minute bei 10000 rpm.

Nach der letzten Zentrifugation war die RNA isoliert und befand sich in den 30 pl
DEPC-H;0. AnschlieBend wurde sie sofort bei -80° C gelagert.
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2.6 Die RT-PCR

Die isolierte Gesamt-RNA war bis zu diesem Zeitpunkt noch vollig unselektioniert. Es
ist also die vollstindige RNA der Zelle isoliert worden. Dementsprechend machte die
gesuchte m-RNA eines bestimmten Gens nur einen winzigen Bruchteil der isolierten
RNA aus. Sie lag aulerdem in Mengen vor, die so gering waren, dass eine quantitative
Bestimmung nicht moglich war. Deshalb musste die gesuchte RNA zunéchst identifi-
ziert und dann so weit amplifiziert werden, dass sie quantitativ bestimmbar wurde. Dies
gelang durch die PCR (polymerase chain reaction). Allerdings kann mit einer PCR kei-
ne einzelstringige RNA, sondern lediglich doppelstrangige DNA vervielfiltigt werden.
Dieses Problem wurde geldst, indem die RNA, mittels einer reversen Transkription in
eine doppelstrangige cDNA umgeschrieben wurde. Bevor die PCR gestartet werden
konnte, musste also aus der RNA eine cDNA (complementary DNA) synthetisiert wer-
den. Die cDNA-Synthese erfolgte durch das Enzym Reverse Transkriptase, weshalb die
Kombination aus cDNA-Synthese und anschlieBender PCR auch als RT-PCR (Reverse
Transkriptase-PCR) bezeichnet wird.

2.7 Die cDNA-Synthese

Die RNA wurde fiir 5 Minuten auf 70° C erhitzt und anschlieBend sofort auf Eis gelegt.

Dann wurden verschiedene Ingredienzien flir die cDNA-Synthese hinzugefiigt:

e 4 ul MMLV-RT (Reverse Transkriptase; Invitrogen)

16 ul RT-Puffer (5x; Invitrogen)

e 8 ul DTT (100 mM; Invitrogen)

e 4 ul Random Hexamere (100 pmol/ul; Promega)
e 4 ul dNTPs (80 mM; Invitrogen)

e 8§ ul BSA (Img/ml; Promega)

e 4 ul RNAse-Inhibitor (Promega)

e 2l DEPC-H,0.
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Dieser 80 ul umfassende cDNA-Ansatz wurde anschliefend fiir zwei Stunden bei
37° C im Wasserbad inkubiert. Bei dieser Temperatur konnte die Reverse Transkriptase
ihre enzymatische Aktivitit am besten entfalten. Dabei formierte sie die freien Nukleo-

tide (ANTPs) zu einem der RNA komplementiren DNA-Strang.

Nach den zwei Stunden wurde die synthetisierte cDNA fiir 5 Minuten auf 95 © C erhitzt

und anschlieend sofort auf Eis gelegt.

2.8 Die PCR

Mit der frisch synthetisierten cDNA war es nun moglich, die PCR durchzufiihren. Dabei
wurde die DNA exponentiell vervielfaltigt. Durch die Verwendung spezifischer Primer,
das sind kurze komplementire Nukleotidsequenzen, wurde dabei nicht die vollstdndige
cDNA vervielfaltigt, sondern lediglich die cDNA-Fragmente, die von Interesse waren.
In dieser Studie handelte es sich dabei um die Fragmente der beiden Aggrekanasen und
einiger weiterer Proteine, von denen eine Regulation durch die verwendeten Zytokine
angenommen wurde. Im Einzelnen handelte es sich um: Aggrekanase-1, Aggrekanase-
2, BMP-2, BMP-4 und CDMP-1. Zur Kontrolle wurde die PCR auch mit GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase) durchgefiihrt, einem Enzym des Citrat-
zyklus, dessen Genexpression durch Zytokine nicht beeinflusst wird und daher unter
allen Stimulationen unverdndert bleibt. Die Amplifikationen wurden in folgenden An-

sdtzen durchgefiihrt:

e 4 ulcDNA

5 ul PCR-Puffer (10x; Promega)

o 5 ul MgCl, (25mM; Promega)

e 4 ul dNTPs (10mM; Promega)

e 2 pl Primer-Sense (100 ng/pl; Invitrogen)

e 2 ul Primer-Antisense (100 ng/ul; Invitrogen)
e 27,5ul H,O

e 0,5 ul Tag-Polymerase (Promega).



2 Material und Methoden 24

Die spezifischen Primer der untersuchten Expressionsprodukte haben folgende Basen-

sequenzen:

Aggrekanase-1 Sense (5" —3"): ACCACT TTG ACA CAG CCATTC
Aggrekanase-1 Antisense (5°—3"): ACC CCC ACA GGT CCG AGA GCA
Aggrekanase-2 Sense (5" —3"): TGT GCT GTG ATT GAA GAC GAT
Aggrekanase-2 Antisense (5" —3"): GAC TGC AGG AGC GGT AGA TGG
BMP-2 Sense (5" —3"): ATG GAT TCG TGG TGG AAG TG
BMP-2 Antisense (5°—3"): GTG GAG TTC AGA TGA TCA GC
BMP-4 Sense (5" —3"): AGC ATG TCA GGA TTA GCC GA
BMP-4 Antisense (5°—3"): TGG AGA TGG CAC TCA GTT CA
CDMP-1 Sense (5°—3"): ATG AGA CTC CCC AAA CTC CTC AC
CDMP-1 Antisense (5 —3"): TGT CTG CCT GGT GCC TCC CT.

Die einzelnen Ansétze wurden in das PCR-Gerit (Biometra TRIO-Thermoblock) gege-
ben, das die optimalen Bedingungen fiir die exponentielle Vervielfiltigung der cDNA

schafft.

Im ersten Schritt wurden die Proben automatisch auf eine Temperatur von 94° C erhitzt.
Bei dieser Temperatur erfolgte die Trennung der doppelstrangigen cDNA in zwei kom-
plementire Einzelstrange. Im zweiten Schritt wurden die Proben auf 60° C abgekiihlt.
Damit war die Annealing- (Anbindungs-) Temperatur erreicht. Damit ist gemeint, dass
bei 60° C die Anbindung der Primer an die beiden Einzelstringe stattfand. Im letzten
Schritt wurden die Proben wieder auf 72° C erwédrmt. Bei dieser Temperatur entfaltete
die Tag-Polymerase ihre optimale Wirkung. Sie verldngerte die Primer und komplettier-
te die Strange durch Anlagerung der dNTPs. Damit hatte sich die DNA verdoppelt. Ins-
gesamt wurden diese Schritte in 35 Zyklen wiederholt, wodurch die DNA um ein Viel-
faches amplifiziert wurde. AbschlieBend wurden die Proben fiir 10 Minuten bei einer

Temperatur von 72° C belassen, um eventuelle Strangabbriiche vollstindig aufzufiillen.
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2.9 Die Gelelektrophorese

Die Auftrennung der in der PCR spezifisch amplifizierten Fragmente erfolgte
elektrophoretisch iiber ein Agarosegel. Dazu wurde zunichst das 2%ige Agarosegel
(Ultrapure Agarose; Gibco-BRL) in TAE-Puffer gegossen und mit 3 ul Ethidiumbromid
versehen. Diese duBerst toxische Substanz interkalierte mit der DNA und machte sie
unter UV-Licht sichtbar. AnschlieBend wurden 10 pl des PCR-Produktes mit 2 pl Loa-
ding-Puffer versehen, griindlich mit dem Vortex vermischt und auf das erhdrtete Gel
aufgetragen. Danach wurde die Elektrophorese bei einer Spannung von 70 Volt durch-
gefiihrt. Durch die PCR ist die DNA so stark amplifiziert worden, dass sie nun mittels
UV-Licht nachgewiesen werden konnte. Das Ausmal} der Expression wurde mit einem

speziellen Gerét (Gel Doc 1000; BioRad) fotographisch dokumentiert und ausgewertet.

2.10 Statistische Auswertung

Nach densitometrischer Quantifizierung der spezifischen Banden im Elektrophoresegel
durch das Computerprogramm Multi Analyst erfolgte die statistische Analyse der Ver-
suchsergbnisse. Dazu wurde der t-Test bei gepaarten Stichproben verwendet. Es folgte
der Vergleich der Mittelwerte der einzelnen Zytokinstimulationen mit den Mittelwerten
der unstimulierten Kontrolle und die Priifung auf signifikante Unterschiede. Bei diesem
Test handelt es sich um einen parametrischen Zweistichprobentest flir verbundene

Stichproben.
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3 Ergebnisse

Es ergaben sich durch die Stimulation mit verschiedenen Zytokinen teilweise
signifikante Auswirkungen auf das Expressionsverhalten der Synovialfibroblasten.
Diese Auswirkungen werden hintereinander fiir die Syntheseprodukte Aggrekanase-1,
Aggrekanase-2, BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 dargestellt. Veranschaulicht werden die
Ergebnisse jeweils durch eine Abbildung der zugehorigen Gelelektrophorese, eine
tabellarische Darstellung der densitometrischen Analyse, sowie eine graphische

Darstellung der Ergebnisse in Form eines Diagramm:s.

Auf den Abbildungen der Gelelektrophorese ist fiir jeden der flinf untersuchten Patien-
ten das Resultat der Zytokinstimulation dargestellt. Neben einer unstimulierten Kontrol-
le wurden folgende Zytokine verwendet: IL-1a, IL-1pB, IL-6, TNF-a, die Zytokinkombi-
nation IL-1B/ TNF-a, TGF- und OSM. Daraus ergeben sich fiir jedes Foto acht neben-
einander liegende Banden. Die Stirke der Banden reprisentiert den Expressionsstatus
des untersuchten Gens. Sie verhélt sich proportional zur Menge der spezifischen RNA,
die sich nach 48-stiindiger Zytokinstimulation in den Synovialfibroblasten befand. Sie
zeigt also, wie sich die jeweilige Stimulation auf die Expression eines bestimmten Gens
in den Zellen ausgewirkt hat: Ist die Bande bei einer bestimmten Zytokinstimulation
starker als die Bande in der unstimulierten Kontrolle, so wurde die Expression des Gens
durch dieses Zytokin angeregt. Ist die Bande schwicher, wurde die Expression vermin-

dert.

Bei jedem Patienten ist das Expressionsverhalten der GAPDH mit dargestellt, welches
von den unterschiedlichen Zytokinen unbeeinflusst bleibt. Zur Objektivierung der Re-
sultate wurden die Ergebnisse der Dichtemessung der jeweiligen Banden gegen die
Dichtewerte der zugehdrigen GAPDH-Banden normalisiert. Diese Werte dienten als
Grundlage zur Bestimmung der Mittelwerte und der Standardabweichung aus den Ein-
zelergebnissen der fiinf Patienten. Anhand dieser Ergebnisse folgte anschlielend die
Priifung auf Signifikanzen mit dem t-Test bei gepaarten Stichproben. Die DNA-
GroBenmarker am linken Rand jedes Bildes ermdglichen eine Abschétzung der Grofle
des jeweiligen PCR-Produktes, am rechten Bildrand ist die genaue Anzahl der Basen-

paare angegeben
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3.1 Aggrekanase-1
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Abbildung 5: Gelelektrophorese der Aggrekanase-1-PCR
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Die Expression des Aggrekanase-1 Gens zeigte unter verschiedenen Zytokinstimulatio-

nen signifikante Unterschiede im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

In den kultivierten Synovialfibroblasten wurde eine signifikante Steigerung der Expres-
sion des Aggrekanase-1-Gens durch die Stimulation mit den Zytokinen IL-13, TGF-§,
OSM und mit der Zytokinkombination TNF-a /IL-1 hervorgerufen (p<0,05, s. Abbil-
dung 6). Die deutlichste Expressionssteigerung wurde dabei durch TGF-f ausgelost. Bei
allen fiinf Patienten stimulierte TGF-$ die Expression des Aggrekanase-1-Gens (s. Ta-
belle 3), wobei die Expression das 1,43-fache der unstimulierten Kontrolle betrug. Mit
knapp dem 1,4-fachen Wert der Kontrolle erzielte auch die Zytokinkombination
TNF-o/IL-1p eine deutliche Expressionssteigerung. Keine signifikanten Effekte ergaben
sich durch die Stimulation mit den Zytokinen TNF-a, IL-1o und IL-6.

Kon- IL-1p/
TNF-a | IL-1a | IL-6 IL-1B TGF-p | OSM
trolle TNF-a
#1 1 1,37 1,54 1,47 1,53 1,75 1,84 1,28
#2 1
0,79 0,86 0,94 1,13 1,07 1,13 1,01
#3 1 1,25 1,17 1,04 1,25 1,33 1,49 111
#d 1 1,16 1,06 1,04 1,28 1,24 1,31 1,28
#5 1 1,17 11
, ,10 0,91 1,16 1,52 1,38 1,07

Tabelle 3: Zytokinvermittelte Regulation der Expression des Aggrekanase-1-Gens
durch die fiinf Zellkulturen. Die dargestellten Werte sind gegen GAPDH normali-
siert. Die Expressionswerte der unstimulierten Kontrollen sind zur besseren Ver-
gleichbarkeit = 1 gesetzt, die iibrigen Werte geben die Expressionsverinderung im

Vergleich zur Kontrolle an.
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Interessant ist das Ergebnis der Stimulation mit TNF-a. Bei vier der fiinf Patienten kam
es zu einer deutlichen Expressionssteigerung des Aggrekanase-1-Gens, wahrend bei
Patient # 2 (s. Tabelle 3) eine leichte Senkung der Expression auftrat. Daraus ergab sich
eine relativ breite Streuung der Ergebnisse und eine relativ grole Standardabweichung
des Mittelwertes (0,2). Diese Streuung ist dafiir verantwortlich, dass die Stimulation mit
TNF-o unter dem statistischen Signifikanzniveau blieb, wihrend die Ergebnisse der

OSM-Stimulation trotz eines identischen Mittelwertes signifikant waren.

Aggrekanase-1
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Abbildung 6: Zytokinstimulierte Expression des Aggrekanase-1-Gens durch Syno-
vialfibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung. Bei
den Mittelwerten handelt es sich um relative Expressionsunterschiede zur unsti-

mulierten Kontrolle (Wert 1). *=gsignifikant (p<0,05)
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3.2 Aggrekanase-2
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Abbildung 7: Gelelektrophorese der Aggrekanase-2-PCR
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In den untersuchten Synovialfibroblasten zeigte die Expression des Aggrekanase-2-
Gens ein einheitliches Bild, welches sich deutlich vom Ergebnis der Aggrekanase-1
unterschied. Keines der verwendeten Zytokine hatte einen statistisch signifikanten

Effekt auf die Expression des Aggrekanase-2-Gens.

Den deutlichsten Effekt auf die Expression hatte mit einer gegeniiber der Kontrolle 1,2-
fachen Steigerung das Zytokin IL-1p. Auffallend war jedoch, dass sich dieser Mittel-
wert aus sehr breit gestreuten Einzelwerten der flinf Patienten zusammensetzte. Dies
driickte sich auch in der groen Standardabweichung der normalisierten Mittelwerte

(s=0,28) und damit letztlich in einer fehlenden Signifikanz aus.

Bei Betrachtung der fotographisch dokumentierten Ergebnisse der Gelelektrophorese
(s. Abbildung 7) und der densitometrischen Messwerte (s. Tabelle 4) war die breite
Streuung der Resultate ebenfalls erkennbar. Beim Vergleich der Bandenintensitdt der
unstimulierten Kontrolle mit der IL-1B-Bande fielen bereits mit bloBem Auge deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten auf. Bei Patient # 3 zeigte sich eine kla-
re Intensititszunahme der Bandenstirke infolge der Einzelstimulation mit IL-1 und

TNF-o.

Kon- IL-1p/
TNF-a | IL-100 | IL-6 IL-1B TGF-p | OSM
trolle TNF-a
#1 1 1,11 1,09 1,31 1,09 1,05 1,19 1,00
#2
1 0,93 1,01 0,83 1,09 0,91 1,07 0,96
#3 1 1,39 1,37 1,21 1,75 1,19 1,15 1,50
#4
1 1,03 1,08 1,02 1,12 0,96 1,05 1,04
#5 1 1,09 1,00 0,97 0,97 0,90 1,01 1,06

Tabelle 4: Zytokinvermittelte Regulation der Expression des Aggrekanase-2-Gens
durch die fiinf Zellkulturen. Die dargestellten Werte sind gegen GAPDH normali-
siert. Die Expressionswerte der unstimulierten Kontrollen sind zur besseren Ver-
gleichbarkeit = 1 gesetzt, die iibrigen Werte geben die Expressionsverinderung im

Vergleich zur Kontrolle an.
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Ein dhnlicher Effekt konnte bei Patient # 2 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wa-

ren bei den Patienten # 4 und # 5 kaum Auswirkungen der Stimulation zu erkennen.

Bei den Patienten # 2 und # 3 war ein weiterer bemerkenswerter Stimulationseffekt zu
beobachten. Wihrend die Einzelstimulation mit IL-1 und TNF-a jeweils eine deutliche
Intensititszunahme der Bandenstirke bewirkte, hatte die gleichzeitige Stimulation mit

beiden Zytokinen keinen Einfluss auf die Expression des Aggrekanase-2 Gens.
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Abbildung 8: Zytokinstimulierte Expression des Aggrekanase-2-Gens durch Syno-
vialfibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung. Bei
den Mittelwerten handelt es sich um relative Expressionsunterschiede zur unsti-

mulierten Kontrolle (Wert 1).
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3.3 BMP-2
=
© -
= =
o = 3 =
EEREREE
v = 2 2 2 &8 B O
#1 BMP-2
GAPDH
#2 BMP-2
GAPDH
#3 BMP-2
GAPDH
#4 BMP-2
GAPDH
#S BMP-2
GAPDH

= 527 Bp

Abbildung 9: Gelelektrophorese der BMP-2-PCR
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Infolge der Zytokinstimulation ergaben sich keine Auswirkungen auf die Expression des
BMP-2-Gens in den untersuchten Synovialfibroblasten. Die statistische Analyse der
Ergebnisse bestitigte, dass keine signifikanten Expressionsunterschiede durch die

verwendeten Zytokine hervorgerufen wurden.

Bereits bei der Betrachtung der Elektrophoresegele (s. Abbildung 9) fiel auf, dass bei
allen fiinf Patienten die Bandenintensitit unter den verschiedenen Zytokinen, ebenso
wie im Vergleich zwischen Zytokinstimulationen und unstimulierter Kontrolle kaum
Unterschiede aufwies. Der optische Eindruck eines deutlichen Stimulationseffektes bei
Patient # 2, insbesondere unter der Stimulation mit TNF-o, wurde durch die Normalisie-

rung gegen GAPDH relativiert.

Auch die densitometrische Analyse der Banden zeigte, dass die Auswirkungen der Sti-
mulation gering waren. Keines der verwendeten Zytokine konnte bei allen Patienten
einen einheitlichen Effekt auf die Expression hervorrufen. (s. Tabelle 5). Dementspre-
chend wiesen auch die Mittelwerte aus allen flinf Patienten nur geringe Unterschiede

zur unstimulierten Kontrolle auf (s. Abbildung 10).

Kon- IL-1p/
TNF-o | IL-1a | IL-6 IL-1B TGF-p | OSM
trolle TNF-a
#1 1 1,14 1,05 1,05 1,18 1,33 0,97 0,89
#2
1 0,89 0,87 0,92 0,97 0,92 0,91 0,75
#3 1 1,07 1,14 1,01 1,18 1,14 0,95 0,84
#4 1 1,1
, 10 1,18 1,04 1,25 1,32 1,27 1,20
#5 1 1,08 1,00 0,90 1,04 1,19 0,88 0,79

Tabelle 5: Zytokinvermittelte Regulation der Expression des BMP-2-Gens durch
die fiinf Zellkulturen. Die dargestellten Werte sind gegen GAPDH normalisiert.
Die Expressionswerte der unstimulierten Kontrollen sind zur besseren Vergleich-
barkeit = 1 gesetzt, die iibrigen Werte geben die Expressionsverinderung im Ver-

gleich zur Kontrolle an.
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Die Mittelwerte, welche sich aus den Stimulationen mit TNF-a, IL-1a, IL-1B und der
Zytokinkombination TNF-o/ IL-1 ergaben, lagen knapp oberhalb des Ergebnisses der
unstimulierten Kontrolle. Den deutlichsten Effekt hatte dabei die Zytokinkombination
TNF-o/ IL-1B mit einer etwa 1,2-fachen Expressionssteigerung (s. Abbildung 10). Die
Mittelwerte aus den Stimulationen mit IL-6, TGF- und OSM lagen knapp unter der
Kontrolle. Von ihnen wies die OSM-Stimulation mit einem knapp 0,9-fachen Wert der
Kontrolle den deutlichsten Effekt auf. Das Signifikanzniveau wurde unter keiner der

Stimulationen erreicht.
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Abbildung 10: Zytokinstimulierte Expression des BMP-2-Gens durch Synovial-
fibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung. Bei
den Mittelwerten handelt es sich um relative Expressionsunterschiede zur unsti-

mulierten Kontrolle (Wert 1).
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Abbildung 11: Gelelektrophorese der BMP-4-PCR
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Im Gegensatz zum BMP-2-Gen zeigte die Stimulation der Synovialfibroblasten deutli-
che Effekte auf die Expression des BMP-4-Gens. Die Zytokine TNF-a, IL-1a, IL-1J,
sowie die Zytokinkombination IL-1B/ TNF-a bewirkten eine einheitliche Herunterregu-
lation der Expression des BMP-4 Gens in den untersuchten Zellen. Unter der Stimulati-
on mit IL-6, TGF- und OSM konnten jedoch keine signifikanten Veridnderungen der

Genexpression beobachtet werden.

Ein einheitliches Expressionsmuster bei allen fiinf Zelllinien konnte bereits bei Betrach-
tung der fotographisch dokumentierten Gelelektrophorese beobachtet werden (s. Abbil-
dung 11). Wahrend die Bandenintensitit unter der Stimulation mit IL-6, TGF-f3 und
OSM kaum von der Intensitdt der Kontrollbande zu unterscheiden war, erschienen die
iibrigen Banden deutlich schwicher. Die normalisierten Ergebnisse der densitometri-
schen Analyse bestitigten das visuelle Erscheinungsbild. Die Messwerte unter der Sti-
mulation mit IL-6, TGF-3 und OSM schwankten um den Wert der unstimulierten Kon-
trolle, wahrend die Ergebnisse der iibrigen Stimulationen bei allen Zelllinien teilweise
weit darunter lagen (s. Tabelle 6). Entsprechend deutlich fiel die statistische Analyse der

Mittelwerte aus den funf Zelllinien aus.

Kon- IL-1p/
TNF-0 | IL-100 | IL-6 IL-1B TGF-p | OSM

trolle TNF-a
#1 1 0,84 0,80 1,01 0,87 0,89 1,03 0,99
#2 1 0,65 0,79 0,83 0,74 0,73 0,78 0,82
#3 1 0,77 0,93 1,04 0,97 0,99 0,97 1,02

#4 1

0,80 0,90 0,97 0,91 0,80 0,92 1,01
#5 1 0,78 0,79 0,93 0,77 0,74 0,93 0,97

Tabelle 6: Zytokinvermittelte Regulation der Expression des BMP-4-Gens durch
die fiinf Zellkulturen. Die dargestellten Werte sind gegen GAPDH normalisiert.
Die Expressionswerte der unstimulierten Kontrollen sind zur besseren Vergleich-
barkeit = 1 gesetzt, die iibrigen Werte geben die Expressionsverinderung im Ver-

gleich zur Kontrolle an.



3 Ergebnisse 38

Die Mittelwerte, welche sich aus der Stimulation mit den Zytokinen IL-1B und der Zy-
tokinkombination IL-1B/TNF-a ergaben, lagen signifikant unter dem Mittelwert der
Kontrolle (p<0,05). Die supprimierenden Effekte der Zytokine TNF-a und IL-1a auf die
Expression des BMP-4-Gens in den Synovialfibroblasten waren sogar statistisch hoch

signifikant (p<0,01).

Der stirkste supprimierende Effekt auf die Expression des BMP-4-Gens konnte unter
der Stimulation mit TNF-a beobachtet werden. TNF-a senkte die Genexpression vergli-

chen mit der unstimulierten Kontrolle um knapp 25 % (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Zytokinstimulierte Expression des BMP-4-Gens durch Synovial-
fibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung. Bei
den Mittelwerten handelt es sich um relative Expressionsunterschiede zur unsti-

mulierten Kontrolle (Wert 1). *=signifikant (p<0,05), #=signifikant (p<0,01)



3 Ergebnisse 39
3.5 CDMP-1
2
° =
S & 2
#1 CDMP-1
GAPDH
#2  cpmp-1
GAPDH
#3 CDMP-1
GAPDH
#4 CDMP-1
GAPDH
#5 CDMP-1
GAPDH

Abbildung 13: Gelelektrophorese der CDMP-1-PCR
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Die Zytokinstimulation der Synovialfibroblasten hatte deutliche Auswirkungen auf die
Expression des CDMP-1-Gens. Ahnlich wie bei BMP-4 konnte unter mehreren Stimula-
tionen ein einheitlicher supprimierender Effekt auf die Genexpression beobachtet wer-
den. FEine signifikante Suppression wurde durch die Zytokine TNF-a, IL-1,
TGF-B, sowie durch die Zytokinkombination IL-13/TNF-a hervorgerufen. IL-1a, IL-6
und OSM zeigten keinen signifikanten Effekt auf die Genexpression. Dass die CDMP-1
Expression iiberwiegend herunterreguliert wurde, kam auch optisch besonders bei Be-
trachtung der Gelelektrophorese von Patient # 2 zur Geltung (s. Abbildung 13). Alle
Stimulationsbanden waren teilweise deutlich schwicher als die der unstimulierten Kon-

trolle.

Die normalisierten Ergebnisse der densitometrischen Analyse zeigten ein einheitliches
Bild. Bei allen fiinf Patienten lagen sie unter nahezu jeder Stimulation unterhalb des
Ergebnisses der unstimulierten Kontrolle (s. Tabelle 7). Eine signifikante Suppression
der Expression des CDMP-1 Gens zeigte sich nach statistischer Analyse der Mittelwerte
fiir IL-1B (p<0,05). Hoch signifikant waren die supprimierenden Effekte auf die Ge-
nexpression durch TNF-a, TGF-B und die Zytokinkombination IL-1B/TNF-a (p<0,01).

Kon- IL-1p/
TNF-o | IL-100 | IL-6 IL-1B TGF-p | OSM
trolle TNF-a
#1 1 0,85 0,98 0,86 0,87 0,79 0,76 0,86
#2
1 0,64 0,67 0,62 0,69 0,56 0,60 0,59
#3 1 0,72 0,88 0,89 0,84 0,69 0,63 0,81
#4
1 0,73 0,89 0,92 0,96 0,73 0,75 0,92
#5 1 0,91 0,94 0,98 0,89 0,76 0,90 1,12

Tabelle 7: Zytokinvermittelte Regulation der Expression des CDMP-1-Gens durch
die fiinf Zellkulturen. Die dargestellten Werte sind gegen GAPDH normalisiert.
Die Expressionswerte der unstimulierten Kontrollen sind zur besseren Vergleich-
barkeit = 1 gesetzt, die iibrigen Werte geben die Expressionsverinderung im Ver-

gleich zur Kontrolle an.
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Die stirkste Suppression der Genexpression wurde durch die Zytokinkombination
IL-1B/TNF-a hervorgerufen. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle verminderte sie
die Expression des CDMP-1-Gens um fast 30 % (s. Abbildung 14). Auch dies ldsst sich
schon bei der Betrachtung der Elektrophoresebilder vermuten. Bei allen fiinf Patienten

ist die Bande der Zytokinkombination die schwichste (s. Abbildung 13).
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Abbildung 14: Zytokinstimulierte Expression des CDMP-1-Gens durch Synovial-
fibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung. Bei
den Mittelwerten handelt es sich um relative Expressionsunterschiede zur unsti-

mulierten Kontrolle (Wert 1). *=signifikant (p<0,05), #=signifikant (p<0,01)
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4 Diskussion

Auf die Frage nach den Ursachen der Osteoarthrose bietet die wissenschaftliche Litera-
tur noch keine eindeutige und vollstaindige Antwort. Sie liefert vielmehr verschiedene
Erklarungsansitze, die sich in ihrer Gewichtung und Bedeutung in Laufe der letzten

Jahrzehnte veriandert haben.

Nach wie vor haben die klassischen Erkldrungsmodelle zur Pathogenese der Arthrose,
welche den Schwerpunkt auf biomechanische Faktoren legen, ihren unbestrittenen Stel-
lenwert. Seit den 70er Jahren konzentriert sich der wissenschaftliche Fokus jedoch zu-
nehmend auf die biochemischen und molekularbiologischen Prozesse im arthrotischen
Gelenk. Diese Modelle stellen dabei weniger einen konkurrierenden Erkldrungsansatz
dar, der die klassischen Modelle widerlegt, sondern eher einen ergdnzenden Ansatz, der

die herkdmmlichen Modelle vervollstindigen soll.

Erste Veroffentlichungen die auf die Bedeutung proteolytischer Enzymaktivitét fiir die
Knorpeldegradation im Rahmen der Arthroseentstehung aufmerksam machten, ent-
stammen den spiten 70ern. Birkedal-Hansen beschrieb 1976 die Synthese einer Prokol-
lagenase durch Synovialfibroblasten (11). Im gleichen Jahr verdffentlichte Sapolsky
seine Ergebnisse liber die proteoglykandegradierende Aktivitdt von Metalloproteinasen

(86).

In den folgenden Jahren wuchs das Wissen iiber das molekularbiologische Zusammen-
spiel im Gelenk aufgrund intensiver Forschung und zahlreicher Publikationen mit rasan-
tem Tempo an. Das Resultat dieser Entwicklung, die bis heute anhilt und ihr Ende noch
langst nicht erreicht hat, ist das Modell der kartilagindren Homdostase. Dieses Modell
versteht die Integritit des Knorpels und insbesondere der extrazelluliren Knorpelmatrix,
als Ergebnis eines komplexen, dynamischen und vielschichtigen Systems anaboler und
kataboler Einflussgrof8en, welches die Struktur und Funktion des Knorpels iiber Jahr-
zehnte erhalten kann. Analog dazu wird der vermehrte Abbau extrazelluldrer Matrix,
wie er bei der Arthrose stattfindet, als Effekt eines pathologischen Ungleichgewichtes
dieses Systems zugunsten der katabolen Faktoren verstanden. Auf der Erforschung die-
ser anabolen und katabolen Faktoren, ihrer Herkunft, ihrer Wirkung und ihrer Regulati-

on liegt ein wesentlicher Schwerpunkt der Arthroseforschung der letzten 30 Jahre.
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GroB3e Fortschritte konnten auf dem Gebiet der Matrix-Metalloproteinasen verzeichnet
werden. Zahlreiche Mitglieder dieser Enzymfamilie konnten in den letzten Jahren iden-
tifiziert und spezifiziert werden (74;76). Ihre tragende Rolle in der proteolytischen De-
gradation extrazelluldrer Knorpelmatrix ist heute vielfach belegt (10;25;110). In der

Pathogenese der Arthrose wird ihnen eine grofle Bedeutung beigemessen.

Die Regulation der MMPs findet auf mehreren Ebenen statt. Grof3e Beitrdge zu ihrer
Erforschung leistete das Ehepaar Pelletier. Einerseits ist bekannt, dass die MMP-
vermittelte Matrixdegradation dem Einfluss verschiedener Zytokine und Gewebshor-
mone unterliegt. Diese modifizieren die MMP-Aktivitdt vornehmlich auf der Ebene
ihrer Synthese. Insbesondere fiir die Zytokine IL-1 mit seinen Untergruppen und TNF-a
konnte mehrfach ein stimulierender Effekt auf die Synthese und Aktivitét verschiedener

MMPs nachgewiesen werden (79;80).

Auf der anderen Seite wirken die tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs)
malgeblich an der Regulation der MMPs mit. Sie entfalten ithre Wirkung als direkte
Inhibitoren der MMPs nach ihrer Synthese und Sezernierung (20;67;72;107).

Seit der Entdeckung der Aggrekanase-1 (94) und Aggrekanase-2 (1) im Jahre 1999 kris-
tallisiert sich zunehmend heraus, dass diese neben den MMPs eine wichtige Rolle bei
der proteolytischen Degradation der Knorpelmatrix spielen und damit groflen Anteil an
der Gestaltung der kartilaginiren Homdostase haben (5;28;48;61;75;85). Ahnlich wie
die MMPs sind auch die Aggrekanasen eingebunden in ein komplexes regulierendes
System stimulierender und inhibierender Mediatoren (6;70;93). Fiir mehrere Zytokine
und Botenstoffe konnte ein Einfluss auf die Synthese und Aktivitdt der Aggrekanasen
nachgewiesen werden. Ein Grofteil der vorliegenden Erkenntnisse {iber die Regulation
der Aggrekanasen wurde an Chondrozyten gewonnen. Noch liickenhaft ist dagegen das
Wissen iiber die Bedeutung der Synovialfibroblasten in diesem Zusammenhang. Ziel
dieser Arbeit war es, weitere Aufschliisse iiber die Bedeutung der Synovialfibroblasten
fiir die Pathogenese der Osteoarthrose zu gewinnen. Von Interesse war dabei, wie die
Expression verschiedener kataboler und potentiell anaboler Syntheseprodukte in den
Fibroblasten reguliert wird. Hierzu wurden Synovialfibroblasten von fiinf Osteoarthro-
sepatienten zunidchst kultiviert und mit verschiedenen Zytokinen stimuliert. Anschlie-

Bend wurden mittels Reverse Transkriptase- PCR die Effekte der Stimulation auf die
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Genexpression der Aggrekanase-1 (ADAMTS 4), Aggrekanase-2 (ADAMTS 5), des
BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 bestimmt

Zur Stimulation der Synovialfibroblasten wurden folgende Zytokine verwendet: IL-1a,
IL-1B, IL-6, TNF-0, die Zytokinkombination IL-1p/ TNF-a, TGF-f und OSM. Diese
Zytokine wurden gewdhlt, weil ihnen in zahlreichen Veroffentlichungen zentrale regu-
lierende Eigenschaften in der Gestaltung der Matrixhomdostase nachgewiesen wurden.
Bevor die erhobenen Ergebnisse im Einzelnen diskutiert werden, soll kurz darauf einge-
gangen werden, welche allgemeinen Aussagen und Schlussfolgerungen aufgrund der
angewandten Versuchsmethoden zulédssig sind. Die mittels PCR-Analyse erhobenen
Ergebnisse zeigen den Expressionsstatus der untersuchten Gene an. Wird also bei-
spielsweise unter einer bestimmten Zytokinstimulation die Expression des Aggrekana-
se-1-Gens gesteigert, so kann unter der Voraussetzung einer regelrecht ablaufenden
Proteinbiosynthese darauf geschlossen werden, dass auch die Synthese der Aggrekana-
se-1 stimuliert wird. Eine sichere Aussage iiber die Synthese und insbesondere iiber die
proteolytische Aktivitdt der Aggrekanase-1 kann jedoch nicht gemacht werden. Diese
unterliegen moglicherweise weiteren regulierenden Mechanismen (posttranslationale

Prozessierung, extrazelluldre Inhibition), welche durch die PCR nicht erfasst werden.

Bei der densitometrischen Analyse der PCR-Ergebnisse handelt es sich um ein semi-
quantitatives Messverfahren. Das bedeutet, die intrazelluldr vorliegende Menge an RNA
wurde nicht direkt gemessen, sondern es wurden aus der Dichtemessung der PCR-
Bandenstérke Riickschliisse auf die RNA-Menge gezogen. Durch exakte und standardi-
sierte Durchfiihrung der Densitometrie wurde versucht, mogliche Abweichungen und

Verzerrungen zu minimieren.

Die folgende Interpretation der Ergebnisse ist in zwei Abschnitte untergliedert. Im ers-
ten Teil werden die Auswirkungen der Zytokinstimulation auf die Genexpression der
beiden Aggrekanasen diskutiert, die Thre Wirkung als matrixdegradierende Proteasen

auf der katabolen Seite der kartilagindren Homdostase entfalten.

Der zweite Abschnitt befasst sich mit den Effekten der Zytokinstimulation auf die Ge-
nexpression von BMP-2, BMP-4 und CDMP-1. Diesen Proteinen wird ein grof3es Po-
tential in der Aktivierung anaboler Prozesse bei der Mitgestaltung der Knorpelhomo-

ostase zugeschrieben.
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4.1 Aggrekanase-1 und Aggrekanase-2

Die Genexpression der Aggrekanase-1 wurde durch die Zytokine IL-1f3, TGF-B, OSM
und durch die Zytokinkombination TNF-a /IL-1PB stimuliert. Den deutlichsten Effekt
zeigte dabei die Stimulation mit TGF-B. Diese Ergebnisse zeigen einerseits, dass die
Expression des Aggrekanase-1-Gens in Synovialfibroblasten tiberhaupt durch Zytokine
reguliert wird, andererseits sind sie ein Indiz dafiir, dass diesen Zytokinen als Informa-
tionstragern eine wesentliche Rolle im Kontext der proteasenvermittelten Matrixdegra-
dation zukommt. Aulerdem wird durch diese Ergebnisse die Bedeutung der Synovial-
fibroblasten als regulierbare Synthesestitte der Aggrekanase-1 fiir die kartilagindre
Homoostase hervorgehoben. Im Wesentlichen stehen diese Ergebnisse im Einklang mit
anderen, zu diesem Thema ver6ffentlichten Daten. Yamanishini konnte ebenfalls einen
deutlichen stimulierenden Effekt von TGF-f auf die Expression des Aggrekanase-1-
Gens in humanen Synovialfibroblasten von Arthrosepatienten nachweisen (111). In
Chondrozytenkulturen konnte gezeigt werden, dass TGF-B sowohl eine Expressions-
steigerung des Aggrekanase-1-Gens, als auch einen beschleunigten Aggrekanabbau
durch die Aggrekanase-1 bewirkt (70). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Wir-
kung von TGF-f auf die Genexpression der Aggrekanase-1 nicht durch posttranslatio-
nale Regulationsmechanismen aufgehoben wird. Die Rolle des TGF- in der Gestaltung
der Knorpelhomdostase scheint jedoch komplexer zu sein. Neben den beschriebenen
offensichtlichen katabolen Effekten sind es gerade die anabolen Eigenschaften des
TGF-B, wegen derer es urspriinglich als ,,growth factor* bezeichnet wurde. So konnte
beispielsweise in tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden, dass TGF-f3 einen
inhibierenden Effekt auf die Degradation der extrazelluliren Knorpelmatrix und sogar
eine beschleunigende Wirkung auf ihre Reparation hat (39). Ein moglicher Erklarungs-
ansatz fiir diesen Widerspruch liegt in der Existenz verschiedener TGF-- und TGF-f3-
Rezeptor-Subtypen, deren unterschiedliche Funktion und Lokalisation im Einzelnen

noch nicht aufgeklirt sind (73).

Neben TGF-p konnte auch IL-1p die Genexpression der Aggrekanase-1 signifikant stei-
gern. Damit bestdtigt sich das in der Literatur vielfach beschriebene Potential dieses
proinflammatorischen Zytokins zur Induktion der proteasenvermittelten Matrixdegrada-

tion auch in Synovialfibroblasten. Eine vergleichbare Rolle wird in zahlreichen Publika-
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tionen dem TNF-a zugeschrieben (6;13;78;82). In Chondrozytenkulturen konnte bereits
mehrfach eine stimulierende Wirkung von IL-1p und TNF-a auf die Genexpression der
Aggrekanase-1 und auf den Aggrekanase-1-vermittelten Proteoglykanabbau nachgewie-
sen werden (5;75). Die fir TGF- beschriebenen Effekte auf die Genexpression der
Aggrekanase-1 zeigte Yamanishini in seiner Studie an Synovialfibroblasten von Arthro-
sepatienten in geringerer Auspragung auch fiir IL-1B und TNF-a (111). Dies kann nach
den Ergebnissen der vorliegenden Studie jedoch nur fiir IL-1p bestitigt werden. TNF-a
allein hatte keinen signifikanten Effekt auf die Expression des Aggrekanase-1-Gens.
Auffallend ist jedoch, dass die Auswirkungen der TNF-o-Stimulation auf die Ge-
nexpression der Aggrekanase-1 eine interindividuelle Schwankung zwischen den fiinf
untersuchten Patienten aufwies. Wihrend vier Patienten einen deutlichen Stimulations-
effekt durch TNF-a zeigten, kam es bei einem sogar zu einer Expressionssenkung.
Scheinbar weist die Ansprechbarkeit der Synovialfibroblasten auf TNF-a eine interindi-
viduelle Variabilitdt auf. Einen anschaulichen Erkldarungsansatz fiir diese Beobachtung
bietet Westacott, der in seinen Untersuchungen an humanen Knorpelzellen Unterschiede
in der Verteilung und Dichte von TNF-a-Rezeptoren auf der Chondrozytenoberfldche
feststellte (105). Unklar ist allerdings, ob diese Unterschiede in der Rezeptorverteilung
im Sinne einer genetischen Disposition angeboren sind, oder ob sie im Rahmen eines
Adaptionsvorgangs der Chondrozyten an die pathobiochemischen Verdnderungen im

arthrotischen Gelenk erworben sind.

Eine signifikante Stimulation der Aggrekanase-1-Genexpression konnte TNF-o in
Kombination mit IL-1p auslosen. Dabei war der Stimulationseffekt der Zytokinkombi-
nation grofer als die jeweilige Einzelwirkung der beiden Zytokine. Es ist also davon
auszugehen, dass TNF-o und IL-1f einen synergistischen Effekt auf die Genexpression
der Aggrekanase-1 in den Synovialfibroblasten haben. Dieser kann darauf beruhen, dass
beide Zytokine unabhingig voneinander wirken und die Wirkung der Kombination eine
Summe der beiden Einzelwirkungen darstellt. Es ist jedoch auch denkbar, dass die bei-
den Zytokine sich gegenseitig stimulierend beeinflussen. Diese Theorie wird unterstiitzt
durch eine tierexperimentelle in vivo-Studie aus Japan. Anhand einer Untersuchung an
Kaninchensynovia konnte festgestellt werden, dass TNF-a einen stimulierenden Effekt

auf die endogene IL-1B-Produktion hatte (69).
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Letztlich fiihrte auch die Stimulation der Synovialfibroblasten mit OSM zu einer signi-
fikanten Steigerung der Aggrekanasel-Genexpression. Die wenigen bisher publizierten
Ergebnisse iiber die Rolle von OSM bei der Arthroseentstehung kénnen durch diese
Studie bestdtigt und ergénzt werden. In Chondrozytenkulturen wurde belegt, dass OSM
besonders in Kostimulation mit TNF-a eine Steigerung der MMP-Synthese und eine
Beschleunigung der enzymatischen Matrixdegradation induzierte (49). Damit bekréfti-
gen die vorliegenden Ergebnisse die These, dass auch OSM die Synthese matrixdegra-
dierender Proteasen in Synovialfibroblasten induzieren kann und somit eine bedeutende

Einflussgrofe auf der katabolen Seite der kartilagindren Matrixhomoostase darstellt.

Im Gegensatz zur Aggrekanase-1 hatte die Zytokinstimulation keine Auswirkungen auf
die Expression des Aggrekanase-2-Gens. Keines der verwendeten Zytokine konnte in
den Synovialfibroblasten die Genexpression der Aggrekanase-2 signifikant beeinflus-
sen. Damit bestétigen diese Ergebnisse die iiberwiegende Mehrheit der bisher iiber die
Regulation der Aggrekanase-2 publizierten Daten. In seiner bereits beschriebenen Stu-
die an menschlichen Synovialfibroblasten kam auch Yamanishini zu der Schlussfolge-
rung, dass TGF-B, TNF-a und IL-1B weder auf die Expression des Aggrekanase-2-
Gens, noch auf die intrazelluldre Proteinkonzentration einen Einfluss hatten (111). Ahn-
liche Beobachtungen machte Vankemmelbeke, der ebenfalls an menschlichen Synovial-
fibroblasten die Stimulationswirkung von IL-1a und Retinolsdure untersuchte und keine
Auswirkungen auf die Genexpression der Aggrekanase-2 feststellen konnte (102). Mit
den entsprechenden Ergebnissen iiber die Wirkung von OSM und die Zytokinkombina-
tion TNF-a /IL-1B konnen ihre Resultate durch die vorliegende Studie bestétigt und

ergénzt werden.

Durch zahlreiche weitere Studien, welche dhnliche Ergebnisse auch an Chondrozyten
feststellen konnten, wird die Hypothese untermauert, dass die Expression der Aggreka-
nase-2 weder in Chondrozyten, noch in Synovialfibroblasten durch jene Zytokine regu-
liert wird, welche als Induzenten der Expression und Synthese anderer Proteasen, wie
beispielsweise der MMPs oder der Aggrekanase-1 bekannt sind (75;95). Diese Ergeb-
nisse sollten jedoch nicht dazu verleiten, die Bedeutung der Aggrekanase-2 als potente
matrixdegradierende Protease fiir die Knorpelhomdostase abzuwerten. So konnte bei-
spielsweise eine Arbeitsgruppe aus Erlangen anhand ihrer Forschungsergebnisse an

menschlichen Chondrozyten bestdtigen, dass die Genexpression der Aggrekanase-2
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nicht reguliert wird. Gleichzeitig wiesen sie jedoch darauf hin, dass die konstitutive,
unstimulierte Genexpression der Aggrekanase-2 deutlich groBBer war als die der Aggre-
kanase-1 (9). Diese Ergebnisse konnten auf eine unterschiedliche Rollenverteilung der
beiden Aggrekanasen in der Gestaltung der Matrixhomdostase hinweisen. Es wére zum
Beispiel denkbar, dass die Aggrekanase-2 mit ihrer hoheren kontinuierlichen basalen
Expression, vergleichbar mit einem ,,Dauerldufer, eher an der stetigen Aufrechterhal-
tung des kartilagindren Grundumsatzes beteiligt ist. Dafiir ist aber ihre Expression und
Aktivitidt weniger flexibel und nur begrenzt in der Lage, auf wechselnde Bedingungen
im Knorpelmilieu, wie z.B. unterschiedliche Zytokinwirkungen, zu reagieren. Analog
dazu hétte die Aggrekanase-1 die Rolle eines ,,Sprinters*. Sie ist mit ihrer geringeren
konstitutiven Basisaktivitit weniger an der Erhaltung des Grundumsatzes beteiligt, ihre
Aktivitdt kann jedoch wegen ihrer variableren Expression besser an wechselnde Bedin-

gungen angepasst werden.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Ergebnisse der vorliegenden Studie die
Bedeutung der Synovialfibroblasten fiir die Pathogenese der Osteoarthrose als Produ-
zenten der Aggrekanasen hervorheben. Es konnte gezeigt werden, dass beide Aggreka-
nasen von Synovialfibroblasten exprimiert werden. Insbesondere das Expressionsver-
halten der Aggrekanase-1 ldsst sich gut auf das anakatabole Modell der kartilagindren
Homdostase iibertragen. Genau die Zytokine, deren katabole Einfliisse auf die Matrix-
homdostase vielfach belegt sind, stimulieren auch die Expression der Aggrekanase-1.
Letztlich muss jedoch festgehalten werden, dass die Beeinflussung der Genexpression
der Aggrekanasen durch Zytokine nur einen Bruchteil der Mechanismen darstellt, wel-
che die Aktivitit dieser Proteasen regulieren. Es existieren zahlreiche weitere regulie-
rende Systeme, welche im Einzelnen und vor allem in ihrem Zusammenwirken weiterer

Erforschung bediirfen.

Die herausragende Bedeutung dieser Regulationsmechanismen und der verschiedenen
Moglichkeiten, sie zu beeinflussen, liegt darin, dass sie moglicherweise zukiinftig Ziel
einer kausaltherapeutischen Behandlung der Osteoarthrose sein konnten. Betrachtet man
die heutigen Therapiekonzepte der Arthrose, welche in vielen Féllen auf einen en-
doprothetischen Gelenkersatz hinauslaufen, wiren die medizinischen und sozio6kono-
mischen Konsequenzen einer kausalen Therapie enorm. Einige Veroffentlichungen ge-

ben diesbeziiglich Anlass zur Hoffnung:
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Die Erforschung der Zytokinrezeptoren und ihrer spezifischen Antagonisten bietet einen
moglichen therapeutischen Ansatzpunkt, iiber den beispielsweise die Einfliisse katabo-
ler Zytokine auf die Matrixhomdostase abgefangen werden konnen. So konnte an
menschlichen Chondrozytenkulturen gezeigt werden, dass durch den Einsatz von Anti-
korpern gegen IL-1- und TGF-B-Rezeptoren die Aktivitdt matrixdegradierender Protea-
sen abgeschwicht und die Kollagensynthese angeregt wurde (3;87).

Einen weiteren Angriffspunkt fiir therapeutische Intervention kénnte die posttranslatio-
nale Prozessierung verschiedener matrixdegradierender Proteasen darstellen. Es ist be-
kannt, dass die Aggrekanasen zunichst als inaktive Proenzyme synthetisiert werden und
erst durch die Abspaltung bestimmter Proteindoménen in ihre proteolytisch aktive Form
iiberfiihrt werden. Eine Inhibition dieser Aktivierung kdnnte einen protektiven Effekt

fiir die Matrixproteoglykane darstellen (104).

Nicht zuletzt unterliegt auch die proteolytische Aktivitdt bereits synthetisierter und se-
zernierter Aggrekanasen verschiedenen regulierenden Einfliissen. Mit dem TIMP-3 und
dem o2 Makroglobulin konnten bereits endogene Inhibitoren identifiziert werden, die
eine hemmende Wirkung auf die Aktivitdt der Aggrekanasen zeigten (35;93). Durch den
Einsatz synthetischer Inhibitoren konnte auch an dieser Stelle in Zukunft ein pharma-

kotherapeutischer Therapieansatz zur Verfiigung stehen.

Die Gemeinsamkeit all dieser mdglichen Therapiestrategien liegt darin, dass sie auf der
Idee basieren, an verschiedenen Schliisselstellen in der Regulation der Matrixhomdosta-
se katabole Einfliisse zu unterdriicken oder zu blockieren. Einen weiteren potentiellen
therapeutischen Ansatzpunkt stellt die Forderung und Aktivierung anaboler Prozesse im
Knorpel dar. Mit diesem Thema beschéftigt sich der folgende zweite Abschnitt der Dis-
kussion, in dem die Auswirkungen der Zytokinstimulation auf die Genexpression von

BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 interpretiert werden.
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4.2 BMP-2, BMP-4 und CDMP-1

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob und wie die Genexpression von
BMP-2, BMP-4 und CDMP-1 in Synovialfibroblasten durch Zytokine reguliert wird.
Das Expressionsverhalten fiir die drei untersuchten Wachstumsfaktoren zeigte dabei

teilweise deutliche Unterschiede.

Keines der verwendeten Zytokine hatte einen signifikanten Effekt auf die BMP-2-
Genexpression in den untersuchten Fibroblasten. Das BMP-2-Gen wurde zwar expri-
miert, seine Expression schien dabei jedoch nicht durch die verwendeten Zytokine be-
einflusst zu werden. Die einzigen beiden bisher verdffentlichten Studien, in denen die
BMP-2 Genexpression in menschlichen Synovialfibroblasten untersucht wurde, be-
schreiben einen Stimulationseffekt durch IL-1 und TNF-a (31;63). Allerdings stamm-
ten die in diesen Studien verwendeten Zellen von Patienten, die an rheumatoider Arthri-
tis und nicht an Arthrose litten. Dieser Umstand erschwert den Vergleich der Ergebnisse
und erklirt moglicherweise auch die abweichenden Beobachtungen. So ist es beispiels-
weise denkbar, dass Synovialfibroblasten bei der rheumatoiden Arthritis einen anderen

Aktivierungsstatus haben als bei der Osteoarthrose.

Interessant ist jedoch, dass auch an arthrotischen Chondrozyten eine deutliche Stimula-
tion der BMP-2-Expression durch IL-18 und TNF-o beobachtet wurde (34). In der Pa-
thogenese der Arthrose scheint demnach die BMP-2-Synthese in Chondrozyten und
Synovialfibroblasten unterschiedlich reguliert zu werden. Um weitere Informationen
iiber die Regulation der BMP-2-Synthese in Synovialfibroblasten zu gewinnen, wiren
an dieser Stelle weiterfiihrende Experimente sinnvoll. So konnten neben der Analyse
der Genexpression Untersuchungen auf Proteinebene zusitzliche Informationen zu

BMP-2-Synthese und Sezernierung liefern.

Neben BMP-2 exprimierten die Synovialfibroblasten auch BMP-4 und CDMP-1. Im
Unterschied zur BMP-2-Genexpression hatte die Zytokinstimulation jedoch deutliche
Auswirkungen auf die BMP-4-und CDMP-1-Expression. Dabei fiel auf, dass beide
Wachstumsfaktoren ein dhnliches Expressionsmuster zeigten. Sowohl BMP-4, als auch
CDMP-1 wurden in ihrer Expression durch IL-1p, TNF-oa und durch die Kombination
der beiden Zytokine deutlich herunterreguliert. Zusétzlich wurde dieser Effekt auf die
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BMP-4-Expression durch IL-1a und auf die CDMP-1-Expression durch TGF-f ausge-
16st. Weder fiir BMP-4, noch fiir CDMP-1 konnte eines der verwendeten Zytokine die

Genexpression steigern.

Vergleichbare Veroffentlichungen liegen bisher nicht vor. Vielfach sind in der Literatur
die anabolen Einfliisse von BMP-4 und CDMP-1 auf die Knorpelhomd&ostase beschrie-
ben. Ebenso weisen einige Publikationen darauf hin, dass beide Wachstumsfaktoren von
Chondrozyten aus arthrotischen Gelenken exprimiert werden (12;17). Studien, die sich
mit der Regulation ihrer Expression, Synthese oder Aktivitdt beschéftigen, gibt es bisher
nicht. Damit zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie erstmals, dass die Ge-
nexpression von BMP-4 und CDMP-1 in menschlichen Synovialfibroblasten durch Zy-

tokine reguliert wird.

Geht man davon aus, dass die genannten Zytokine nicht nur die Genexpression, sondern
auch die Proteinsynthese der beiden Wachstumsfaktoren supprimieren, ergeben sich
daraus deutliche Konsequenzen fiir die kartilagindre Homdostase. Es ist bekannt, dass
insbesondere die Zytokine IL-1 und TNF-a durch eine Inhibition der Kollagen- und
Proteoglykansynthese die Reparaturkapazitit des Knorpels vermindern. Im Gegensatz
dazu erfolgt eine Stimulation der Matrixsynthese unter dem Einfluss der BMPs. Dem-
nach wire es denkbar, dass die durch IL-1 und TNF-a induzierte verminderte Repara-
turkapazitit des Knorpels durch die Suppression dieser beiden Wachstumsfaktoren zu-

stande kommt.

Eine interessante Beobachtung ergibt sich, wenn man die Expressionsmuster der beiden
Wachstumsfaktoren mit dem der Aggrekanase-1 vergleicht. Dabei féllt auf, dass sich
die Genexpression von BMP-4 und CDMP-1 nahezu spiegelbildlich zur Expression der
Aggrekanase-1 verhilt. Genau jene Zytokine, welche die Expression von BMP-4 und
CDMP-1 herunterregulieren, ndmlich IL-1p, die Zytokinkombination TNF-a /IL-1p und
teilweise TGF-P, steigern die Genexpression der Aggrekanase-1. Ebenso ist bekannt,
dass das Stimulationsmuster relevanter MMPs dem der Aggrekanase-1 sehr dhnlich ist.
Fuchs et al. konnten belegen, dass Synovialfibroblasten aus arthrotisch verdnderten Ge-
lenken unter der Stimulation mit IL-1a, IL-1B und TNF-a zu einer Sekretionssteigerung
verschiedener MMPs angeregt wurden (33). Bezieht man diese Beobachtungen auf das

anakatabole Modell der kartilagindren Matrixhomdoostase, ergibt sich die folgende mog-
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liche Interpretation: Der Einfluss kataboler Zytokine fordert die Entstehung einer Imba-
lance zugunsten knorpelabbauender Mechanismen durch die Aktivierung matrixdegra-

dierender Proteasen und eine gleichzeitige Inhibition anaboler Wachstumsfaktoren.

Verschiedene weiterfilhrende Experimente wéren denkbar, um diese Hypothese zu bes-
titigen. So miisste- analog zu den Ausfiihrungen liber die BMP-2-Expression- unter-
sucht werden, ob die Suppression der BMP-4-und CDMP-1-Genexpression tatsdchlich
auch zu einer Senkung der intra- und extrazelluldren Proteinkonzentration fiihrt, um

Aussagen iiber die Synthese und Sezernierung machen zu kénnen.

Die gegensitzlichen Expressionsmuster von BMP-4 und CDMP-1 auf der einen und
Aggrekanase-1 und MMPs auf der anderen Seite konnten auch auf einen regulativen
Zusammenhang hinweisen. So wire es moglich, dass die Wirkung der Zytokine auf die
Aggrekanase-1- und MMP-Expression indirekt iiber die Suppression von BMP-4 und
CDMP-1 zustande kommt. Das wiirde bedeuten, dass BMP-4 und CDMP-1 ihre anabole
Funktion in der Knorpelhomoostase nicht nur als Induzenten der Matrixsynthese, son-
dern auch als endogene Inhibitoren der Synthese matrixdegradierender Proteasen entfal-
ten. Eine solche Wirkung konnte sowohl autokrin, als auch parakrin erfolgen. Dies wére
als weiterer Beleg fiir das grofe anabole Potential der beiden Wachstumsfaktoren zu
verstehen. Untermauert wird diese Annahme durch eine Studie, in der eine Suppression
der MMP-1-Synthese durch die Stimulation mit BMPs ausgelost wurde (90). Allerdings

wurden diese Ergebnisse an menschlichen Osteoblasten gewonnen.

Es sind entsprechend weitere Experimente notwendig, um diese Theorie zu iiberpriifen.
Aufschlussreiche Erkenntnisse konnte man beispielsweise gewinnen, indem man unter-
sucht, welchen Effekt die Stimulation mit BMP-4 und CDMP-1 auf die Genexpression
der Aggrekanase-1 und verschiedener MMPs in Synovialfibroblasten und Chondrozyten
hat. Eine Suppression der Proteasenexpression sprache dabei fiir eine inhibierende Wir-

kung der beiden Wachstumsfaktoren.

Auf der Suche nach einem weiteren moglichen Ansatzpunkt fiir die Behandlung der
Arthrose stellen die BMPs sicherlich eine interessante Option dar. Moglicherweise kon-

nen die anabolen Effekte dieser Wachstumsfaktoren therapeutisch genutzt werden.
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Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Gesamtkontext der bioche-
mischen Prozesse im Knorpel, die fiir die Arthroseentstehung von Bedeutung sind, lésst

sich folgendes festhalten:

Neben den Chondrozyten nehmen die Synovialfibroblasten eine zentrale Rolle in der
Gestaltung der kartilagindren Matrixhomoostase als regulierbare Produzenten kataboler
Proteasen, wie der Aggrekanasen und anaboler Wachstumsfaktoren, wie der BMPs ein.
Die Expression anaboler und kataboler Produkte wird in den Synovialfibroblasten un-
terschiedlich und teilweise gegensitzlich reguliert. Moglicherweise triagt diese gegen-
satzliche Regulation zur Entstehung einer homoostatischen Imbalance zugunsten kata-

boler Mechanismen und damit letztlich zur Pathogenese der Arthrose bei.

Die Ergebnisse haben aber auch neue Fragen aufgeworfen. Besonders interessant konn-
ten weitere Erkenntnisse iiber die regulativen Interaktionen zwischen Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Proteasen sein. So ist zum Beispiel der mdgliche Einfluss der

BMPs auf die Expression matrixdegradierender Proteasen noch ndher zu ergriinden.

Kritisch anzumerken bleibt, dass die Ergebnisse aus in vitro Experimenten gewonnen
wurden und damit nicht bedenkenlos auf die Verhéltnisse im erkrankten Gelenk tiiber-
tragen werden konnen. Dadurch bleiben viele Variablen unberiicksichtigt, die unter
physiologischen Bedingungen das Verhalten der Synovialfibroblasten beeinflussen
konnen. Das Zusammenspiel der Synovialzellen mit ihrer ,,natiirlichen Umgebung®,
also zum Beispiel die Kommunikation mit den Chondrozyten, Monozyten und den ext-
razelluliren Matrixbestandteilen wird ebenso wenig erfasst wie der Einfluss mechani-

scher Reize.

Betrachtet man allein die Anzahl der Publikationen {iber die biochemischen Prozesse
bei der Arthroseentstehung, die in den letzten Jahren erschienen sind, wird ersichtlich,
dass das Wissen iiber dieses Thema mit rasantem Tempo wéachst. Ebenso deutlich zeigt
sich jedoch, wie vielschichtig die Pathogenese der Arthrose ist. Eine gro3e Herausforde-
rung der Arthroseforschung liegt deshalb darin, diese zahllosen punktuellen Erkenntnis-
se zu einem Gesamtbild zusammenzufiigen, um die komplexen regulatorischen Mecha-

nismen der Arthroseentstehung zu verstehen.

Den enormen Forschungsaufwand, der auf diesem Gebiet betrieben wird, rechtfertigt

die Aussicht auf eine mogliche kausale Therapie der Osteoarthrose. Es besteht die be-
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rechtigte Hoffnung, dass es irgendwann moglich sein wird, einen verschlissenen Knor-
pel durch eine therapeutisch ausgeloste Verschiebung der kartilagindren Homoostase
auf die anabole Seite zur Reparation anzuregen. Es bleibt abzuwarten, wann die erste

Endoprothese auf diesem Wege vermieden werden kann.
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8 Materialien und Chemikalien

BSA

DEPC
DMEM
DNA

dNTP

DTT
EDTA

FCS

H,O

MgCl,
MMLV
PBS

P/S/A
RLT-Puffer
RW 1-Puffer
RNA
RNAse
Rpm

TAE

Taq-Polymerase

Bovines Serumalbumin
Diethylpyrocarbonat

Dulbeco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsidure
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Dithiothrethiol
Ethylendiamintatraacetat

Fetales Kélberserum

Wasser

Magnesiumchlorid

Moloney Murine Leukemia Virus
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Penicillin/Streptomycin/Amphotercin

RNA-Lysepuffer (enthilt Guanidinthiocyanat)

RNA-Waschpuffer
Ribonukleinsiure
Ribonuklease
Rotationen pro Minute

TRIS-Acetat-EDETA

Thermostabile Polymerase (gewonnen aus dem Bakterium

Thermus aquaticus)



