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Abkiirzungsverzeichnis

ACTH adrenokortikotropes Hormon

Anti-CCPs anti-cyclic citrullinated peptide antibodies
APC antigenprisentierende Zelle

bcl-2 b-cell-lymphoma 2

BDNF brain derived neurotrophic factor

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
COMP cartilage oligomeric matrix protein

CRH Kortikotropin-Releasing-Hormon

DAPI 4’ ,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid
DHES Dehydroepiandrosteronsulfat

DOPA Dihydroxyphenylalanin

HLA humane Lymphozytenantigene

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

MAP mitogen-activated protein

MHC major histocompatibility complex

MMP Matrixmetalloproteinase

NA Noradrenalin

NF-xB nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells
RA rheumatoide Arthritis

SCID severe combined immunodeficiency

TH Tyrosinhydroxylase

TNF Tumornekrosefakor

u. U. unter Umstéinden

v.a. vor allem

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem



Einleitung

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist mit einer Pravalenz von einem Prozent die haufigs-
te aller entziindlichen Gelenkerkrankungen.1 Der Altersgipfel liegt zwischen dem 25.
und 50. Lebensjahr, wobei Frauen dreimal hiufiger eine RA entwickeln als Ménner.”
Die RA stellt eine Form einer systemischen Bindegewebserkrankung dar, die zunéchst
periphere Gelenke symmetrisch befdllt und mit einer Synovialitis einhergeht, welche
im weiteren Verlauf eine Destruktion der Gelenke bewirkt. Daneben konnen auch
Sehnenscheiden und Schleimbeutel sowie extraartikuldre Strukturen wie Gefdl3e, sero-
se Héute oder innere Organe befallen sein. Klinisch ist die Krankheit zu Beginn durch
ein unspezifisches Prodromalstadium geprégt; so treten unter anderem rasche Ermiid-
barkeit, Gewichtsabnahme, subfebrile Temperaturen und Pardsthesien auf. Im weiteren
Verlauf zeigen sich Morgensteifigkeit und Schwellung der Gelenke sowie weitere
Entziindungszeichen, charakteristischerweise an den Fingergrund-, Fingermittel- und
Handgelenken bzw. an den Fiien. Die stetig fortschreitende Entziindung fiihrt
schlieBlich zur Destruktion des bindegewebigen Halteapparates und dem Abbau von
Knorpel und Knochen bis hin zum vollsténdigen Funktionsverlust und Ankylosierung
des betroffenen Gelenkes. Die extraartikuldren Manifestationen der Krankheit sind
vielfdltig und reichen iiber Vaskulitiden an Fingern und Zehen mit nachfolgenden Ul-
zera und Nekrosen bis hin zu Entziindungen des Perikards, der Pleura und der
Glomeruli. Bei Befall innerer Organe verlduft die Erkrankung hiufig schwer; an typi-
schen Komplikationen sind unter anderem der Myokardinfarkt, die Herzinsuffizienz,
Lungenfibrosen und viele weitere Organschidigungen zu nennen.’

Die zahlreichen therapeutischen Erfolge der letzten Jahre, beispielsweise der Einsatz
von sogenannten ,,Biologicals®, verdeutlichen die grole Bedeutung der grundlagenori-
entierten Forschung in diesem Bereich, zumal auch neue Therapiekonzepte bei vielen
Patienten nicht den gewiinschten Erfolg erzielt haben. Vor allem gilt es, die verschie-
denen EinflussgroBBen auf die Entstehung und Entwicklung einer RA zu verstehen um
daraus langfristig Therapiekonzepte entwickeln zu kdnnen, da neben dem groB3en Lei-
densdruck, der auf den Betroffenen lastet, die RA auch weitreichende sozialmedizini-
sche Folgen mit sich bringt. So ist bekannt, dass bereits im dritten Jahr nach Krank-

heitsbeginn 20 % der Betroffenen eine Erwerbsunfihigkeitsberentung erhalten und



dass die durch die Krankheit entstehende Arbeitsunfahigkeit fiir jeden Patienten bei
achtjihriger Krankheitsdauer pro Jahr durchschnittlich circa 2835 Euro kostet.”

Diese Arbeit ist Teil eines grundlagenorientierten Forschungsprojektes, das sich vor
allem mit der Bedeutung der Interaktion des ZNS mit dem endokrinen System und
dem Immunsystem beschéftigt und versucht, darin bestehende Fehlregulationen auf-
zudecken welche zur Entwicklung und Aufrechterhaltung einer RA beitragen. Lang-
fristiges Ziel dieser grundlagenorientierten Forschung ist es, eventuelle Fehlregulatio-
nen beheben zu konnen, neue therapeutische Angriffspunkte zu entdecken bzw. einen

Beitrag zur pathophysiologischen Erklarung der Krankheit zu leisten.



Literaturiibersicht

2.1

Genese und assoziierte Inmunphinomene der RA

Die Genese der RA scheint multifaktoriell und von verschiedenen endogenen und
exogenen Faktoren abhédngig zu sein, wobei die definitiven Ausloser bis dato nicht
identifiziert werden konnten.” Zu den endogen diskutierten Ausldsern gehoren u. a.
genetische Faktoren. So besteht fiir 75 % aller RA-Patienten eine Assoziation mit ei-
nem bestimmten HLA-Allel, welches das sogenannte ,,shared epitope* besitzt. Dabei
handelt es sich um eine definierte Aminosduresequenz auf der DR--Kette des HLA-
Klasse-II-Molekiils.! Erst kiirzlich konnten noch weitere Risikokonstellationen im
MHC-Molekiil, welche eine Assoziation mit der RA zeigten, identifiziert werden; die-
se befinden sich in HLA-Molekiilen der Klasse I’ Dariiber hinaus ist die
Konkordanzrate flir die Krankheit bei eineiigen Zwillingen um ein zehnfaches hoher
als bei zweieiigen Zwillingen.'™ Ein weiterer hiufiger Befund bei Patienten mit RA
sind hohe Serumantikdrpertiter gegen citrullinierte Antigene (Anti-CCPs). Der Nach-
weis dieser gilt inzwischen als ein sehr spezifisches Kriterium bei der Diagnose einer
RA, zumal gezeigt werden konnte, dass das Vorkommen der sog. Anti-CCPs mit einer
duBerst massiven Gelenkzerstorung und mit schwerwiegenden extraartikularen Mani-

. .. . +
festationen assoziiert ISt.6 7

Diese Antikorper wurden auch in der Synovialfliissigkeit
nachgewiesen und zeigten dabei eine Assoziation mit dem HLA-DRB1-Komplex.®
Zusitzlich konnten neben den Anti-CCPs und dem bereits ldnger bekannten Rheuma-
faktor - ein Antikorper, der gegen den F.-Teil von IgG-Molekiilen gerichtet ist - weite-
re mit der Entwicklung der RA assoziierte Autoantikorper identifiziert werden.’

Als exogene Ausloser stehen unter anderem Mikroorganismen wie Viren (vor allem
das Epstein-Barr-Virus) und Bakterien wie Mykoplasmen und Mykobakterien in der

Diskussion, zumal festgestellt werden konnte, dass das oben erwéhnte ,,shared

epitope Ahnlichkeit mit viralen Proteinen besitzt.’



2.2

2.2.1

Pathomechanismen der rheumatoiden Arthritis
Histopathologisches Entziindungsgeschehen im Gelenk

In den letzten Jahrzehnten wurden bedeutende Fortschritte in der Analyse der der RA
zu Grunde liegenden Pathomechanismen, die dann letztendlich zur Aufrechterhaltung
der Gelenkdestruktion fiihren, gemacht. Verantwortlich fiir die Destruktion der Gelen-
ke ist die synoviale Hyperplasie,' bei der es zu zahlreichen histologischen Verinde-
rungen der Gelenkschleimhaut kommt. Typische histopathologische Verdnderungen
umfassen dabei unter anderem die Proliferation der synovialen Deckzellschicht sowie
die diffuse Infiltration des synovialen Stromas mit Lymphozyten. T-Lymphozyten,
Plasmazellen und Lymphfollikel spielen bei der Entstehung von Granulationsgewebe
bzw. der Fibrosierung und der vermehrten Vaskularisierung des periartikuldren Gewe-

"1 Die letzte Phase besteht in der Bildung des soge-

bes eine entscheidende Rolle.
nannten Pannusgewebes, welches auf den Gelenkinnenraum, Knorpel und Knochen
vorwéchst und eine nachhaltige Zerstorung bewirkt.

Die synoviale Deckzellschicht (,,lining layer) besteht beim Gesunden aus ein bis zwei
Zellschichten, die von Synoviozyten gebildet werden. Man unterscheidet Typ A-
Synoviozyten, welche makrophagenéhnliche Funktionen erfiillen, und Typ B-
Synoviozyten, welche die Aufgaben von Fibroblasten iibernehmen und fiir die Produk-
tion der Synovialfliissigkeit sowie fiir die Bildung von Kollagenfibrillen zustindig
sind. Unter der synovialen Deckzellschicht befindet sich die Subintima (,,sublining®),
welche reich an Blut- und LymphgefiBien, Fettzellen und vegetativen Fasern ist.'*""?
Die RA geht mit starken anatomischen Verdnderungen der Synovialmembran einher,
so zum Beispiel mit einer Verdickung der synovialen Deckzellschicht,'* welche unter
anderem durch das Einwandern von Makrophagen bedingt ist."” Einen weiteren Bei-
trag liefert die erhohte Proliferationsrate synovialer Fibroblasten,'® die durch eine
vermehrte Expression verschiedener Wachstumsfaktoren (z.B. ,basic fibroblast
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growth factor'’) bedingt ist.'® Weiterhin unterliegen die B-Synoviozyten einer im

+ + . .. .
19720421 \welche einen betrichtli-

Vergleich zum Gesunden verminderten Apoptoserate,
chen Beitrag zur synovialen Hyperplasie liefert und unter anderem auf eine verminder-
te Empfindlichkeit der synovialen Fibroblasten auf verschiedene Wege der

Apoptoseinduktion zuriickzufiihren ist.** Die Arbeitsgruppe von Perlman und Mitar-



beitern konnte an Hand einer Modellarthritis zeigen, dass der intrinsische Weg zur
Apoptoseinduktion durch eine vermehrte Expression von Molekiilen der Bel-2-Familie
(z.B. Mcl-1%) gestort zu sein scheint und dies positiv mit der Verbreiterung des
Llining layer korreliert.! Dariiber hinaus besitzen auch im Rahmen der Entziindung
gebildete Zytokine wie TNF und IL-1 eine antiapoptotische Wirkung; ebenso ist der
extrinsische Weg der Apoptoseinduktion iiber Rezeptoren wie Fas oder den TNF-
Rezeptor in RA-Fibroblasten gestort.** ™

Die aktivierten Fibroblasten scheinen die wichtigste Rolle in der Knochen- und Knor-
peldestruktion bei der RA zu spielen; dabei zeichnen sie sich durch ein duflerst aggres-
sives und invasives Wachstumsverhalten aus, wobei ihre Aktivitit zum Teil entkoppelt
von immunmodulierenden Prozessen ablduft. In diesem Zusammenhang konnte am
SCID-mouse-Model gezeigt werden, dass synoviale Fibroblasten, welche aus der Ge-
lenkschleimhaut von RA-Patienten isoliert wurden, auch in Abwesenheit von humanen
Immunzellen ihren gewebezerstdrenden Charakter beibehalten.*® Dieser beinhaltet un-
ter anderem die Synthese gewebeabbauender Enzyme (z.B. die Kathepsine B, K und
L), welche beim Gesunden nicht nachgewiesen werden konnten.”® Auch konnte eine
Expression von Matrixmetalloproteinasen (z.B. MMP-1, MMP-3 und MMP-13)* so-
wie von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren belegt werden; diese tragen
unter anderem durch das konsekutive Einwandern von T- und B-Zellen zur Unterhal-
tung des Entziindungsgeschehens bei.

Das knorpeldestruierende Verhalten der RA-Synoviozyten wird durch ihre Fahigkeit,
an verschiedene Knorpelbestandteile wie Fibronektin, Typ IV-Kollagen und COMP zu
binden, bestimmt;3 ! diese Eigenschaften werden iiber die vermehrte Expression von
alpha 5/beta 3-Integrin-Rezeptoren vermittelt.”> Dies konnte durch die Arbeit von
Torsten Lowin bestitigt werden, indem gezeigt wurde, dass es bei rheumatoider Arth-
ritis zu einer Aufregulierung von alpha 5- und beta 1-Integrinen kommt.” Dariiber
hinaus scheinen RA-Synoviozyten durch die Produktion von TNF und T-
Lymphozyten iiber den Rank-Ligand eine erhohte Osteoklastenaktivitit zu bewirken,
welche zusitzlich zur Knochendestruktion beitrigt.>* So konnte an einer TNF-
transgenen Mausmutante, welche keine Osteoklasten hervorbringt, gezeigt werden,
dass bei dieser keine Knochenerosion auftrat, wohingegen andere klinische und histo-

logische Kriterien einer RA simultan zur Kontrollgruppe imponierten.35



Die Verdnderungen der Subintima sind vor allem durch die Einwanderung von ent-
ziindungsunterhaltenden Immunzellen, T- und B-Lyrnphozy‘[en,36+37 die Ausbildung
von Lymphfollikeln und einer vermehrten Vaskularisierung geprigt.”® Das Auftreten
von hochendothelialen Venulen in der Subintima trdgt zusétzlich zur Einwanderung
von Immunzellen wie Makrophagen bei.” Diese sind neben den aktivierten synovialen
Fibroblasten fiir den Knorpel- und Knochenabbau verantwortlich. In diesem Zusam-
menhang konnten Mulherin und Mitarbeiter zeigen, dass die Anzahl der im Pannus
vorkommenden Makrophagen positiv mit der Gelenkdestruktion korreliert.*

Fiir die massive Infiltration des Synoviums mit Immunzellen verschiedenster Art und
fiir die Unterhaltung der Entziindung werden Zytokine und Interleukine verantwortlich
gemacht. So konnte durch die Arbeitsgruppe von Steffen Gay gezeigt werden, dass IL-
16 fiir die Infiltration des Gewebes mit CD4 " -T-Lymphozyten verantwortlich ist.*' Ei-
ne besondere Bedeutung hinsichtlich der Initiation und Aufrechterhaltung des Entziin-
dungsprozesses kommt den Interleukinen IL-1 und IL-6 sowie dem zytotoxischen
Tumornekrosefaktor (TNF) zu. IL-1 spielt bereits zu Beginn der Entwicklung einer
RA eine entscheidende Rolle. Der Entziindungsprozess beginnt mit der Infiltration von
aktivierten T-Lymphozyten in das Synovialgewebe, was zur Freisetzung von IL-1 aus
Monozyten, Makrophagen und synovialen Fibroblasten fiihrt. Dies hat wiederum {iber
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB oder der MAP-Kinasen die Freiset-
zung von IL-6, IL-8 und MMP-1 zur Folge.**"** Weiterhin wird TNF freigesetzt.! Die
Aktivierung der Cyclooxygenase 2 bedingt die Bildung proinflammatorischer
Prostaglandine;** dariiber hinaus kommt es zur Synthese von chondro- und
osteolytischen Matrixmetalloproteinasen, deren Inhibitoren ebenfalls durch IL-1 und
TNF gehemmt werden. Zusitzlich fiihren die chemotaktischen Funktionen der Inter-
leukine zur weiteren Infiltration des Gewebes mit Immunzellen. TNF bewirkt die Bil-
dung weiterer proinflammatorischer Zytokine, die Expression gewebeabbauender En-
zyme in Endothel- und Synovialzellen sowie die verstirke Synthese von Adhésions-
molekiilen." Ein weiterer Effekt von TNF ist die Hemmung der Synthese von
Proteoglykanen und Kollagen durch Chondrozyten, was zur Gelenkdestruktion bei-
trigt.* "¢ Keffer und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Mause, die Triger des Gens fiir
den humanen TNF sind, eine chronische Polyarthritis entwickeln. Damit konnten sie
ein neues Verfahren zur Entwicklung einer Modellarthritis etablieren, bei welchem ei-

ne Dysbalance zwischen pro- und antiinflammatorischen Faktoren simuliert wird wie
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sie fiir die RA beim Menschen ebenfalls angenommen wird.*” TNF spielt damit eine
entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der RA, zumal nachgewiesen werden
konnte, dass sich bei den Maiusen, welche einer anti-TNF-Behandlung unterzogen
wurden, keine Arthritis entwickelte.*” Diese Ergebnisse wurden auch von einer ande-
ren Arbeitsgruppe bestétigt, indem bei Méusen mit einer durch Kollagen II-induzierten
Modellarthritis, welche einer anti-TNF-Behandlung unterzogen wurden, sowohl die
klinischen Symptome (Schwellung, Rétung, Gelenkschonung) als auch der histologi-
sche Arthritisgrad gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant reduziert werden konn-
ten.*”® Neutralisierende Prinzipien gegen TNF wie Infliximab werden bereits in der Be-

handlung der RA beim Menschen eingesetzt.

Neuroendokrine Immunmodulation bei rheumatoider Arthritis

Bis dato konnten keine einzelnen Trigger fiir die Entstehung der RA verantwortlich
gemacht werden. Aus diesem Grund stellt sich die Frage, ob die fulminante Entziin-
dungsreaktion durch eine permanente Aktivierung des Immunsystems durch ein Agens
und/oder durch ein Fehlen bzw. einen Funktionsverlust inhibierender Faktoren bedingt
ist. Seit einigen Jahren beschéftigt sich die Disziplin der Neuroendokrinoimmunologie
mit der komplexen Regulation des Immunsystems durch endokrine und zentralnervose
Stimuli. So konnte belegt werden, dass verschiedene zirkulierende Zytokine, die wéh-
rend einer spezifischen Immunantwort auf ein bestimmtes Agens gebildet werden, fa-
hig sind, die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPN-Achse) zu akti-
vieren. Fiir IL-1 konnte als erstes Zytokin gezeigt werden, dass in direkter Folge eines
Anstiegs von IL-1 die Konzentration von Glukokortikoidhormonen im Blut zu-
nimmt.* Glukokortikoide wie Kortisol haben iiber verschiedene Signalwege einen
antiinflammatorischen Effekt; sie inhibieren Transkriptionsfaktoren wie NF-xB und
das ,activator protein-1“, welche fiir die Regulation der Synthese von
proinflammatorischen Zytokinen zustindig sind (z.B. IL-2).>°! Weiterhin hemmen
sie auch die Antigenprisentation.” Durch die Aktivierung der HPN-Achse und damit
einhergehender ACTH (Adrenokortikotropes Hormon)-Exkretion kommt es zudem zu
einer kurzfristig erhohten Ausschiittung von Dehydroepiandrosteron (DHEA) in der

Nebenniere - ein Hormon, welches ebenfalls antiinflammatorische Effekte ausiibt.”>"



Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass bei der Regulation der Immunantwort
ein feedback-Mechanismus vorliegt. Dieser verhindert eine {iberschieende Reaktion
des Immunsystems durch die Aktivierung der HPN-Achse und der damit verbundenen
Glukokortikoidproduktion, welche die unbegrenzte Expansion von Immunzellen und
Zytokinexpression vermeidet; damit wird die Entstehung von Autoimmunerkrankun-
gen verhindert.”*

Es konnte gezeigt werden, dass neben der HPN-Achse noch ein weiteres
immunoregulatorisches System existiert, welches von der Achse zwischen dem Hypo-
thalamus und dem autonomen Nervensystem (HANS-Achse) gebildet wird. Verschie-
dene Forschungsergebnisse fiihrten zu dem Schluss, dass das sympathische Nerven-
system eine bedeutende Rolle in der Regulation des Immunsystems spielt. In diesem
Zusammenhang konnten Williams und Felten beweisen, dass Thymus und Milz bei
Miusen von noradrenergen Nervenfasern innerviert werden.”> Wenig spéter wurde
dies auch fiir Lymphknoten nachgewiesen, in welchen sympathische Nervenfasern
entlang von Gefifien und im Parenchym auftraten.’® Im Tiermodell wurde festgestellt,
dass die neuronale Aktivitdt in hypothalamischen Nervenkernen wéhrend einer Im-
munantwort gesteigert ist, wodurch der Nachweis erbracht wurde, dass eine Kommu-
nikation zwischen dem ZNS bzw. dem Hypothalamus und dem Immunsystem stattfin-
den kann.”” Weiterhin konnten Sanders und Munson beweisen, dass Noradrenalin iiber
den B-Adrenozeptor einen fordernden Effekt auf die T-Zell-abhéngige Antikorperpro-

duktion ausiibt.*®

Die Ausschiittung von Katecholaminen wie Noradrenalin, dem be-
deutendsten Transmitter des sympathischen Nervensystems, fiihrt aber dem gegentiber
auch zu einer Unterdriickung der Reifung von T-Lymphozyten im Thymus, was die
feinmodulatorische Funktion des autonomen Nervensystems unterstreicht.” " Norad-
renalin scheint liber den B,-Adrenozeptor auch fiir die Differenzierung von naiven
CD4"-T-Lymphozyten zu TH1- bzw. TH2-Zellen verantwortlich zu sein®' und indu-
ziert ebenfalls iiber jenen Rezeptor die Apoptose von T-Zellen.>* Es ist bekannt, dass
Noradrenalin und Adenosin in hohen Konzentrationen, wie sie bei einer fulminanten
Entzlindungsreaktion physiologischerweise vorkommen, iiber Bindung an den B-
Adrenozeptor eine intrazellulire = cAMP-Erhohung hervorrufen, die mit
antiinflammatorischen Effekten einhergeht.®” Dazu gehdrt unter anderem die Inhibiti-

on der Phagozytose oder die HLA-Expression auf Immunzellen.*> Adenosin, ein wei-

terer sympathischer Neurotransmitter, wirkt iiber den Adenosin-2-Rezeptor ebenfalls



antiinflammatorisch; dariiber hinaus kommt es zur neuronalen Synthese von endoge-
nen Opioiden.”

Aus diesen Ergebnissen geht klar hervor, dass das Immunsystem einer komplexen Re-
gulation durch unterschiedliche Faktoren auf lokaler und systemischer Ebene unter-
liegt. Eine Storung in diesem homdoostatischen System kann eine iiberschieBende Re-
aktion des Immunsystems zur Folge haben; diesem Vorgang wird eine entscheidende
Bedeutung fiir die Pathogenese verschiedener Autoimmunerkrankungen zugeschrie-
ben.®” Weiterhin kann fiir die beiden modulierenden Systeme (die HPN- und die
HANS-Achse) ein synergistisch antiinflammatorischer Effekt angenommen werden,
zumal Kortisol die Synthese von Adrenalin und Noradrenalin in terminalen Abschnit-

63464465 1y vivo konnten bei RA-Patienten mit Steroidthe-

ten von Nervenzellen fordert.
rapie und erhaltener sympathischer Innervation des Synoviums im Vergleich zu Pati-
enten ohne Steroidtherapie bei erhaltener synovialer sympathischer Innervation bzw.
Patienten, welche zwar unter Steroidtherapie standen, deren synoviale sympathische
Innervation aber nicht erhalten war, eine geringere IL-8-Produktion, eine geringere T-
Zell- und Makrophagendichte sowie eine allgemein weniger fulminante Entziindung
im Synovium beobachtet werden.®

Fiir die Atiologie und Pathogenese der RA ist nun ein Funktionsverlust der beiden
inhibitorischen Systeme entscheidend. So scheint es, dass die Kortisolproduktion in
Relation zum Entziindungsgrad - gemessen an die HPN-Achse aktivierenden
Zytokinen wie IL-6 - in der chronischen Phase der RA nicht adidquat ansteigt, was
wohl auf eine Funktionsstorung der Nebennieren zuriickzufiihren ist. "¢’ So rea-
gierten Patienten mit RA auf ACTH-Gabe nicht mit einem adidquaten Anstieg von
Kortisol und DHEAS, was wiederum fiir einen Funktionsverlust der Nebennieren
spricht.”"**"® Denkbar ist auch, dass sich Verinderungen auf héherer Ebene abspie-
len. So konnten Harbuz und Mitarbeiter zeigen, dass die CRH (Kortikotropin-
Releasing-Hormon)-Sekretion bei einer akuten Adjuvant-induzierten Arthritis stark
ansteigt, wihrend bei einer chronischen Entziindung die CRH-Level auf vergleichs-
weise niedrigem Niveau rangieren und vor allen Dingen erhdhte Vasopressin-
Konzentrationen gefunden werden konnten.”” Es scheint, dass bei einer chronischen
Aktivierung des HPN-Systems durch Interleukine die antiinflammatorische Achse
nicht addquat stimuliert wird. Auch die lokale Reaktivierung von physiologisch inak-

tivem Kortison zu aktivem Kortisol in RA-Synoviozyten ist vermindert. Dieser Effekt



betrifft sowohl endogen gebildete Glukokortikoide als auch synthetische
Glukokortikoide, was einen reduzierten therapeutischen Effekt zur Folge haben kann
und entscheidend zur fulminanten Entziindungsreaktion in den Gelenken beitrigt.”"
Auf lokaler endokrinologischer Ebene scheint die durch die chronische Entziindung
hervorgerufene permanente Ausschiittung von Interleukinen wie IL-1 und TNF auch
auf die Produktion von Geschlechtshormonen Einfluss zu nehmen; dies scheint durch
die Hemmung bestimmter Enzymsysteme in den Leydig-Zellen zu geschehen.”” Die
Interleukine fithren zu einer simultanen Erhdhung der Ostrogenkonzentration in der
Peripherie und bewirken somit eine Verinderung des Verhiltnisses zwischen Ostroge-
nen und Androgenen,” wobei - wie in der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten nach-
gewiesen - Ostrogen iiberwog.”* Ostradiol fiihrt unter anderem zu einer vermehrten IL-
1-Produktion in Makrophagen”” wund =zu einer erhohten Sekretion von
Matrixmetalloproteasen aus Synoviozyten.’®

Weiterhin unterliegt auch das periphere Nervensystem, welches iiber oben beschriebe-
ne Wege Einfluss auf das Entziindungsgeschehen nimmt, wihrend dem Krankheits-
prozess einer Verdnderung. Verschiedene Untersuchungen berichten iibereinstim-
mend, dass die Dichte sympathischer Nervenfasern im Synovialgewebe sowohl im
Tierversuch als auch bei RA-Patienten abnimmt’’ und dies mit einem erhdhten Ent-
ziindungsindex und erhohter IL-6 Sekretion einhergeht. In sympathektomierten Ratten,
bei welchen eine Arthritis induziert wurde, lief3 sich eine Progredienz der lokalen Ent-
ziindung beobachten, was flir einen ,,protektiven* Effekt des sympathischen Nerven-
systems spricht.”® Allerdings scheint auch der Zeitpunkt der Sympathektomie einen
entscheidenden Einfluss auf den Verlauf der Entziindung zu nehmen, was auf eine du-
ale Rolle des sympathischen Nervensystems hindeutet.”” Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Noradrenalinsekretion im Synovium von RA-Patienten bei Verlust
der sympathischen Nervenfasern in einem gewissen Rahmen durch
Synovialmakrophagen aufrecht erhalten wird, was auf den schwindenden Einfluss des
sympathischen Nervensystems auf das Entziindungsgeschehen hinweist.*® Allerdings
ist bekannt, dass NA in niedrigen Konzentrationen {iber den a2-Rezeptor bzw. Adeno-
sin als weiterer Transmitter sympathischer Nervenzellen iiber den Al-Rezeptor eine
proinflammatorische Wirkung entfalten kann, was beispielsweise durch eine Erniedri-

gung des intrazelluliren cAMPs mit einer TNF-Erhohung einhergeht.®’ Der Nerven-
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faserverlust bewirkt das Vorherrschen niedriger Noradrenalin-Konzentrationen und
damit ein Vorherrschen proinflammatorischer Effekte.

Uberdies wurde beobachtet, dass die Anzahl Substanz P-positiver Nervenfasern im
Synovialgewebe zunimmt* und dieser Neurotransmitter in erhdhter Konzentration in
der Synovialfliissigkeit zu finden ist.** Substanz P fiihrt iiber Freisetzung von
Kollagenasen und Prostaglandin E, aus Synoviozyten® und die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF «B* zu einer Aufrechterhaltung der Entziindung. Dariiber
hinaus wirkt es chemotaktisch auf Monozyten.*> Die Hemmung dieses Transmitters
bewirkt eine Abnahme der Entziindung.®® Weiterhin sensibilisiert Substanz P afferente
Nervenendigungen im Gelenk gegeniiber mechanischem Druck und Schmerz und fiihrt
wiederum zu einer vermehrten Substanz P-Sekretion aus diesen Nervenendigungen.®’
Fiir eine andere Klasse von sensiblen Nervenfasern, in welcher Calcitonin-gene related
peptide als Transmitter fungiert und welche einen eher antiinflammatorischen Effekt
besitzen (z.B. iiber Inhibition von TNF),*® konnte fiir RA-Patienten eine Abnahme die-
ser Nervenfasern im Synovialgewebe festgestellt werden, was wiederum zu einem

Uberwiegen der Substanz-P vermittelten Effekte fiihrt.®

Stress als EinflussgroBe auf die Immunmodulation

Stress stellt eine in den letzten Jahren in zunehmendem Male beachtete Einflussgrof3e
auf die Immunantwort dar. So geht z.B. psychosozialer Stress mit einer Aktivierung
der beiden Achsen der Stressantwort einher, ndamlich der HPN- und der HANS-Achse.
Wie oben dargelegt kommt es bei Autoimmunerkrankungen wie der RA zu Verénde-
rungen dieser Achsen; damit liegt die Vermutung nahe, dass Stress einen Einfluss auf
den Verlauf derartiger Erkrankungen nehmen kann.

Unter physiologischen Bedingungen kommt es bei Stress durch die Aktivierung der
HPN-Achse und des sympathischen Nervensystems zu einer erhéhten Kortisol- und
Katecholaminproduktion,”® was iiber oben beschriecbene Wege vielfiltigen Einfluss auf
das Immunsystem nimmt, beispielsweise liber die Suppression von Zytokinen oder
verdnderte Zellproliferation und Antikorperproduktion. So konnte in einer Vielzahl
von Untersuchungen gezeigt werden, dass die Behandlung von Leukozyten mit

Katecholaminen zu einer verminderten IL-12-Produktion und einer erhohten IL-10-
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Produktion fiihrt und dies wiederum eine Verschiebung der CD4"-Zellen zugunsten
eines TH2-Profils bewirkt. Letzteres stellt ein tendenziell antiinflammatorisch wirken-
des Immunprofil dar,”’ welches den Organismus so moglicherweise vor einer iiber-
schiefenden Immunreaktion durch proinflammatorische Zytokine aus THI-Zellen
schiitzt.”” Bei Miusen konnte allerdings festgestellt werden, dass die Verschiebung zu
Gunsten eines TH2-Profils mit einer erhdhten Anfilligkeit des Organismus fiir be-
stimmte Infektionskrankheiten und der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
einhergeht.”® Psychosozialer Stress kann somit in zweierlei Hinsicht einen Risikofak-
tor fiir die Entwicklung einer RA darstellen. Menschen mit grundsétzlich erhhtem
Stresslevel scheinen haufiger eine Autoimmunerkrankung zu entwickeln als Menschen
mit unauffilligem Stresslevel; weiterhin konnte durch die Dysfunktion der
antiinflammatorisch wirkenden Achsen die Aufrechterhaltung der Krankheit durch
Stress begiinstigt werden.”

Psychosoziale Stressoren, welche auf den Verlauf von Autoimmunerkrankungen Ein-
fluss nehmen, konnen in akute und chronische bzw. in sog. ,,major life events* (z.B.
der Tod eines nahestehenden Menschen) und ,,minor life events® eingeteilt werden.
Unter physiologischen Bedingungen fiihren ,,major life events* zu einer Freisetzung
groler Mengen an Stresshormonen bzw. Stressmediatoren, wohingegen bei ,,minor
life events* kurzlebigere Stresshormone und -mediatoren sowie insgesamt kleinere
Mengen freigesetzt werden.” Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit RA
»minor stress events* bzw. ein tdglich hoheres Stressniveau mit einer Verschlechte-
rung der Krankheitssituation einhergehen.”®"®” Damit scheint chronischer Stress eine
Steigerung der Krankheitsaktivitit zu bewirken, was wohl als Folge einer auf Dauer
inaddquaten HPN-Achsen-Aktivierung und damit - in Relation zum Entzlindungsge-
schehen - unzureichenden Kortisolproduktion zu sehen ist. Fiir ,,major life events*
konnte eine gegenteilige Tendenz festgestellt werden; so fiihrt die akute Freisetzung
groBer Mengen an Stresshormon zu einer verminderten Entziindungsaktivitit.”® Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Kortisol in hohen und niedrigen Konzent-
rationen jeweils unterschiedliche Effekte auf das Immunsystem ausiibt - vergleichbar
der Wirkung von Noradrenalin iiber unterschiedliche Rezeptoren. Niedrige
Kortisolgaben fiihren beim Menschen so zu einer Erh6hung von IL-6 und TNF.”
Neben der bei RA-Patienten verminderten Kortisolexkretion ist auch die zirkadiane

100+95

Rhythmik der Kortisolfreisetzung gestort, was eine positive Korrelation mit Zei-
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chen der Krankheitsaktivitit zeigt.'”' Es konnte nachgewiesen werden, dass bei RA-
Patienten auch in Bedarfssituationen (z.B. im Rahmen einer anstehenden Operation)
nicht addquat mit einer Produktion von Stresshormonen reagiert wird, obwohl durch
hohe Konzentrationen von IL-1 und IL-6 nachgewiesenerweise die Aktivierung des
Immunsystems und damit der HPN-Achse stattfand.'” In einer anderen Untersuchung
konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Adrenalin - also die Simulation einer
Stresssituation - bei Individuen mit RA zu einem raschen Abfall der Kortisol-
konzentration im Blut fiihrt, was bei gesunden Probanden nicht beobachtet werden

103

konnte. ™~ Der Defekt scheint in der Nebenniere zu liegen, da in zahlreichen Studien

tiberdurchschnittlich hohe Konzentrationen fiir ACTH - wohl als Folge eines defizien-

ten Kortisolanstiegs - nachgewiesen werden konnten.'®

Dies legt den Schluss nahe,
dass ein inaddquater Anstieg des Serumkortisols, der fiir die Aufrechterhaltung der
Homdostase unabdingbar ist, einen negativen Einfluss auf den Verlauf der RA hat, vor
allem wenn davon ausgegangen wird, dass Kortisol in niedrigen Konzentrationen ei-
nen aktivierenden Einfluss auf das Immunsystem ausiibt. Neben der verminderten
Sekretion von Kortisol konnte zudem bei manchen Patienten eine verminderte intra-
zelluldre Dichte von Glukokortikoidrezeptoren festgestellt werden, wohingegen die

+ . .. . .
105+106 1yies konnte hinweisend auf

107

Dichte membrangebundener Rezeptoren erhoht war.
eine ,,Kortisolresistenz* sein, welche im Krankheitsverlauf auftritt.
Die Aktivierung der Stressachsen scheint dariiber hinaus einer Gewdhnung ausgesetzt
zu sein. Die Ausschiittung von ACTH bzw. Kortisol wird bei Prasentation von Stres-
soren (z.B. einer Entzlindungsinduktion bei Ratten) von Mal zu Mal geringer; letzt-
endlich ndhert sie sich der basalen Konzentration an, was wiederum zu einer
Exazerbation der Entziindung fiihrt. Die Reaktion auf andersartige Stressoren bleibt
dagegen unverandert. '

Auch der andere Part des Stressystems, das sympathische Nervensystem mit seinem
Transmitter Noradrenalin, scheint seinen antiinflammatorischen Einfluss zu verlieren.
So konnte bei RA-Patienten ein Verlust von B-Adrenozeptoren auf peripheren Immun-
zellen festgestellt werden - jener Rezeptor, {iiber welchen NA seine anti-

inflammatorische Wirkung entfaltet.'®

Weiterhin konnte bei Patienten mit juveniler
Polyarthritis eine Steigerung der Expression von alphal-Rezeptoren festgestellt wer-

den, was mit einer IL-6 Ausschiittung'® sowie verminderten Konzentrationen von No-
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radrenalin im Gewebe, die durch den Nervenfaserverlust verursacht werden, einher-

geht.*

Gegenstand der Arbeit

Alle dieser Arbeit zu Grunde liegenden Untersuchungen wurden an Hand einer indu-
zierten Modellarthritis bei Ratten bzw. Mausen durchgefiihrt.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich zum Einen mit der Entziindungshistologie in
befallenen Gelenken und versucht, eine Korrelation zwischen dem histologischen Ent-
ziindungsgrad und der zu beobachtenden Klinik herzustellen, um auf diese Weise die
Eignung einer Modellarthritis zur Untersuchung pathophysiologischer Vorginge bei
RA aufzuzeigen.

Zum anderen wurde aufgrund der multiplen Einfliisse des peripheren Nervensystems
auf den Verlauf von Autoimmunerkrankungen eine quantitative Bestimmung von Sub-
stanz P-positiven und sympathischen Nervenfasern lokal am Entziindungsort im Ge-
lenk durchgefiihrt, um so den tatsidchlichen lokalen Einfluss auf das Entziindungsge-
schehen zu untersuchen und eine Korrelation mit dem histologischen Entziindungs-
grad zu erstellen.

Weiterhin wurde der potentielle Einfluss von psychosozialem Stress bei RA unter-
sucht, indem am Tiermodell das quantitative Auftreten verschiedener Immunzellen in
sekunddren Lymphorganen im Vergleich zwischen gestressten und nicht gestressten

Tieren ermittelt wurde.
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Material und Methoden

31

Den Untersuchungen liegen tierexperimentelle Methoden zu Grunde; sie gliedern sich
in drei Teilexperimente.

Zum Einen wurden bei DA Ratten im Verlauf einer Modellarthritis die Anzahl von
sympathischen und Substanz P-positiven Nervenfasern in gelenkbenachbarten Gewe-
ben sowie die Entziindungshistologie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe unter-
sucht. In einem weiteren Experiment wurden die gleichen Untersuchungen bei Méau-
sen, die Trager des Gens fiir den humanen TNF sind, im Vergleich mit dem Wildtyp
durchgefiihrt. In einem dritten Teilexperiment wurde bei ménnlichen Wistarratten, bei
welchen ebenfalls eine Modellarthritis ausgeldst wurde und die zusitzlich psychosozi-
alem Stress ausgesetzt waren, die Anzahl immunkompetenter Zellen in Lymphknoten

wiederum im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ermittelt.

Auswahl und Vorbereitung der Tiere

Vorbereitung der DA Ratten

Fiir die Untersuchungen wurden weibliche DA Ratten verwendet. Zu Beginn der Un-
tersuchungen (Tag 0) wurde den Tieren der Versuchsgruppe 300 pg bovines Typ II
Kollagen, das in inkomplettem Freund Adjuvant geldst war, injiziert. Den 30 Tieren
der Kontrollgruppe wurde eine 0,9%ige Natriumchlorid-Injektion verabreicht. Die In-
jektion erfolgte jeweils intradermal in die Schwanzwurzel. An den Tagen 5, 14, 28, 41
und 55 nach Injektion wurden in beiden Gruppen jeweils sechs Tiere durch Enthaup-
tung getotet (siche Tabelle 3.1).

Sofort nach Totung der Tiere wurden die Extremititen abgetrennt, diese in 4%iger
Formalinlosung fixiert, in PBS-Puffer gewaschen und in RDO Rapid Decalcifier
entkalzifiziert. Nach einer erneuten Waschung der Pfoten in PBS wurden diese fiir 24
Stunden in 20%iger Saccharose in PBS inkubiert. Anschlieend wurde das Gewebe in
einem protektiven Gefriermedium (Tissue Tek, Sakura Finetek Europe, Zoerterwoude,
Holland) eingebettet, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung

bei -80°C aufbewabhrt.
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Die Versuche mit den DA Ratten wurden in Regensburg durchgefiihrt.

Tab. 3.1: Anzahl der eingesetzten DA Ratten

Kontrolltiere arthritische Tiere
Tag 5 6 5
Tag 14 5 6
Tag 28 4 6
Tag 41 6 6
Tag 55 5 5

Die tatsdchlich eingesetzte Anzahl der Tiere weicht von der Planung durch das vorzeitige Versterben
einzelner Tiere ab.

3.1.2 Vorbereitung der Miuse

Die sechs Versuchstiere exprimieren den humanen TNF und entwickeln damit circa
vier bis sechs Wochen nach ihrer Geburt eine chronisch entziindliche Polyarthritis. Die
Totung der Tiere durch Enthauptung erfolgte zehn Wochen nach ihrer Geburt. Die Fi-
xierung der Gewebe erfolgte mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Verfahren. Bei je-
weils drei Tieren aus der Versuchs- und Kontrollgruppe wurde die Fixierung mittels
Perfusion durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren werden sowohl Formalin zur Fixierung
(30 Minuten) als auch RDO zur Dekalzifizierung (drei Stunden) durch das Gefial3sys-
tem der Maus gepumpt. Die anderen sechs Tiere aus der Versuchs- und Kontrollgrup-
pe wurden fiir jeweils fiinf Tage zur Knochendekalzifizierung in einem RDO- und drei
Tage zur Fixierung in einem Formalinbad behandelt (siche Tabelle 3.2). Ziel der un-
terschiedlichen Behandlungsformen war es zu ermitteln, welches Verfahren fiir das

Gewebe schonender war.
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Tab. 3.2: Anzahl der eingesetzten Méuse

Perfundiert nicht perfundiert
Wildtyp 2 3
TNF-transgen 3 3

Die tatsichlich eingesetzte Anzahl der Tiere unterscheidet sich von der Planung durch das vorzeitige
Versterben eines Tieres.

Vorbereitung der Wistarratten

Fiir die Untersuchungen wurden ménnliche Wistarratten (Zucht: Lehrstuhl Tierphysio-
logie der Universitidt Bayreuth) verwendet. Die Auslosung der Modellarthritis erfolgte
in gleicher Weise wie bei den DA Ratten. Es existierten eine Kontrollgruppe ohne
Modellarthritis und zwei Gruppen mit Modellarthritis, wobei eine von letzteren zu-
sdtzlich psychosozialem Stress ausgesetzt wurde (siche Tabelle 3.3). Die Ratten der
gestressten Gruppe wurden dazu sieben Tage lang mit adulten Long Evans Ratten
(Zucht: Lehrstuhl fiir Tierphysiologie der Universitit Bayreuth) zusammengebracht.
Letztere verhalten sich aggressiv gegeniiber fremden Artgenossen (Resident-Intruder-

19" An Tag 4 der Konfrontation wurde die Arthritis sowohl bei den ge-

Konfrontation)
stressten als auch bei den nicht gestressten Tieren induziert (Tag der Arthritisinduktion
= Tag 0). An den Tagen 4 und 14 erfolgten jeweils die Totung der Tiere sowie die
Entnahme der Lymphknoten. Diese wurden drei Tage in 3,7%igem Formaldehyd fi-
xiert, anschlieBend in PBS gewaschen und iiber Nacht in 20%ige Saccharose-Losung
gelegt. Die Lymphknoten wurden in TissueTek eingefroren und bis zur Untersuchung
bei -80°C aufbewahrt. Die Tierversuche wurden in Bayreuth (Lehrstuhl fiir Tierphysi-

ologie der Universitdt Bayreuth) durchgefiihrt.
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3.2

3.2.1

3.2.2

Tab. 3.3: Anzahl der untersuchen Lymphknoten

Kontrolltiere Arthritische Tiere
Gestresst nicht gestresst
Tag 4 1 7 10
Tag 14 2 5 4

Beurteilung der Entziindung

Ermittlung des klinischen Scores

Vor der Totung der DA Ratten wurde jede Pfote nach klinischen Arthritiszeichen be-
urteilt. Konnte durch eine sichtbare Gelenkschwellung die Beteiligung eines Zehenge-
lenks, MittelfuBgelenks oder Sprunggelenks festgestellt werden wurde jeweils ein
Punkt vergeben. Wurde die Pfote beim Auftreten geschont bzw. liberhaupt nicht mehr
benutzt erhielt die Extremitét einen zusétzlichen Punkt. Pro Pfote konnten so maximal

vier Punkte und beim gesamten Tier 16 Punkte vergeben werden.

Vorbereitung des Gewebes zur Bewertung der Entziindungshistologie

Zur histologischen Beurteilung der Entziindung und der Gelenkdestruktion wurden
sowohl von den Extremitédten der DA Ratten als auch von den Extremitdten der Méuse
Héamatoxylin-Eosin-Farbungen angefertigt. Dazu wurden jeweils von einer Hinterpfote
der Tiere mit einem Gefrierkryotom (Kryotom 2800E Jung Frigocut, Leica Microsys-
tems AG, Wetzlar, Deutschland) 12 pm dicke Schnitte angefertigt und auf einen Ob-
jekttrager (SuperFrost Plus Objekttriager, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
aufgebracht. Die Anfarbung wurde unter dem Abzug durchgefiihrt. Nach Antrocknen
des Gewebes erfolgte die Farbung der Zellkerne durch ein dreiminiitiges Himalaunbad
(Mayers Hadmalaunlosung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). Zur Entfernung

des tiiberschiissigen Himlauns wurden die Schnitte unter flieBendem Wasser abgespiilt
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33

3.3.1

(1 min); anschlieBend wurden sie zur Anfarbung des Gewebes fiir 30 s in Eosin (Sig-
ma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) getaucht, welches wiederum mit Lei-
tungswasser wenige Sekunden abgespiilt wurde. Zur Fixierung der Fiarbung wurden
die Schnitte im Anschluss mit einer aufsteigenden Alkoholreihe behandelt. Dazu ver-
weilten sie jeweils fiir kurze Zeitspannen in 50%igem, 70%igem , 96%igem und
100%igem Alkohol (J.T.Baker, Deventer, Holland). Die endgiiltige Fixierung der Far-
bung erfolgte fiir drei Minuten in Xylol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). Als
Eindeckelmedium wurde Rothistolkitt (Roti Histokitt, Roth, Karlsruhe; Deckgléser:
Menzel-Gldser, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Die Schnitte wurden zur

Verdampfung des tiberschiissigen Xylols liber Nacht unter dem Abzug belassen.

Bestimmung des histologischen Scores

Zur histologischen Beurteilung der Entziindung und Gelenkdestruktion wurden die
Gelenke der Hinterpfote hinsichtlich der ,,Infiltration des Gelenkspaltes®, ,,Verdickung
des Synovialgewebes* sowie ,,Knorpel- und Knochendestruktion® untersucht und
Scorewerte (1-4) fiir die jeweiligen Parameter vergeben. Ein Gelenk konnte so maxi-
mal 16 Punkte erhalten. Aus der Summe der Scorewerte der einzelnen Gelenke, je-

weils vier pro Tier, wurde der Durchschnittswert der Pfote errechnet.

Immunhistochemie

Prinzip der Immunhistochemie

Den im Folgenden beschriebenen Verfahren liegt die Technik der indirekten Immun-
fluoreszenz zu Grunde. Dabei wird das Gewebe mit einem Antikorper inkubiert, der
ein bestimmtes Protein detektiert und daran bindet. Durch die Behandlung des Gewe-
bes mit einem sekundéren Antikorper, der gegen den primaren Antikérper gerichtet ist
und an ein fluoreszierendes Substrat gebunden ist, kann das Protein im Zielgewebe, im
vorliegenden Falle Nervenfasern bzw. immunkompetente Zellen, sichtbar gemacht

werden (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Modell der indirekten Immunfluoreszenz

Tyrosin-Hydroxylase (TH)-Féarbung

Die Darstellung der sympathischen Nervenfasern erfolgte durch indirekte Immunfluo-
reszenz. Dazu wurden jeweils von einer Hinterpfote der Tiere mit dem Gefrierkryotom
12 um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Nach dem An-
trocknen des Gewebes auf den Objekttrigern wurden diese fiir zehn Minuten in PBS
(Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) gewa-
schen. Anschlieend wurde das Gewebe mit einem Fettstift (DakoPen, Dako Diagnos-
tika GmbH, Hamburg, Deutschland) umrandet, um ein Verlaufen der aufzutragenden
Losungen zu verhindern. Um eine unspezifische Bindung des priméren Antikorpers zu
vermeiden, wurden auf die Schnitte zunichst 100 pl einer Blocklosung aus FCS (fota-
les Kélberserum, PAN Systems, Aidenbach, Deutschland), BSA (bovines Serumalbu-
min, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) und Ziegenserum
(DakoCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland) aufpipettiert und diese fiir 45 Mi-
nuten bei Raumtemeratur inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte fiir zehn Minu-
ten in PBS gewaschen. Nun erfolgte die Behandlung mit dem gegen das Enzym Tyro-
sin-Hydroxlyase gerichteten primédren Antikorper (Rabbit Anti-Tyrosine-Hydroxylase
Affinity Purified Polyclonal Antibody, Chemicon International Inc., Temecula, CA,
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USA). Dieser wurde in einem Verhiltnis von 1:100 mit einem goat/BSA-Serum-
Gemisch, das zuvor in einem Verhéltnis von 1:10 angesetzt wurde, verdiinnt. An-
schlieBend wurden 150 pl dieser Losung auf die Schnitte pipettiert. Auf die Kontroll-
schnitte, die der Uberpriifung der spezifischen Bindungsfihigkeit des sekundiren An-
tikorpers dienten, wurde lediglich das goat/BSA-Serum-Gemisch aufgetragen. Die
Schnitte wurden anschlieBend fiir 12-18 h bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert. Im An-
schluss wurden die Losungen von den Schnitten entfernt und fiir je zweimal fiinf Mi-
nuten in PBS mit Triton (0,3 %, Triton x-100, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland) bzw. fiinf Minuten in PBS gewaschen. Die Kontrollschnitte wurden da-
bei stets getrennt von den Schnitten, die mit dem Antikdrper inkubiert waren, gewa-
schen. Der sekunddre Antikorper (Alexa Fluor 546, goat anti-rabbit IgG, Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR, USA) wurde nun aufgrund der Lichtempfindlichkeit des
fluoreszierenden Farbstoffs im Halbdunkeln in einem Verhéltnis von 1:500 mit dem
goat/BSA-Serum-Gemisch verdiinnt; anschlieBend wurden 150 ul dieser Losung auf
alle Schnitte einschlieBlich der Kontrollen aufgebracht. Die Schnitte wurden fiir 90
Minuten in Dunkelkammern inkubiert. Im Anschluss wurde die Losung abgeklopft
und ein Waschgang fiir zweimal fiinf Minuten in PBS mit Triton (0,3 %) und einmal
fiinf Minuten in PBS durchgefiihrt. Das Eindeckeln der Schnitte erfolgte nun im Halb-
dunkeln mit Hilfe eines Fluoreszenzeindeckelmediums (Fluorescent mounting medi-
um, DakoCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Schnitte wurden fiir ma-

ximal eine Woche im Kiuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Substanz P-Farbung

Zur Sichtbarmachung der Substanz P-positiven Nervenfasern wurde ebenfalls die indi-
rekte Immunfluoreszenz verwendet. Sowohl von den Ratten- als auch den Mausepfo-
ten wurden mit dem Gefrierkryotom 12 um dicke Schnitte angefertigt und diese auf
Objekttrager aufgetragen. Nach Antrocknen der Gewebe auf dem Objekttrager wurden
die Schnitte fiir zehn Minuten in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden darauthin mit
einem Fettstift umrandet; anschliefend erfolgte die Blockierung der unspezifischen
Bindestellen mittels einer Losung aus BSA, Chicken Serum (Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland), FCS und PBS. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur fiir

21



334

45 Minuten mit der Blockierlosung inkubiert, anschlieend erfolgte ein Waschgang
fiir zehn Minuten in PBS. Nun erfolgte die Behandlung des Gewebes mit dem gegen
Substanz P gerichteten primiren Antikorper (Substance P goat polyclonal IgG Santa
Cruz Biotechnology Inc.,Santa Cruz, CA, USA). Dieser wurde fiir das Rattengewebe
im Verhiltnis 1:100, fiir das Mausegewebe im Verhéltnis 1:200 mit einem Gemisch
aus PBS mit Triton (0,3 %) und Rabbit-Serum (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland), das zuvor im Verhiltnis 1:10 angesetzt wurde, verdiinnt; anschliefend
wurden auf jeden Schnitt 150 pl dieser Losung pipettiert. Auf die Kontrollschnitte
wurden lediglich 150 pl des PBS mit Triton/Rabbit-Serum-Gemisches aufgetragen.
Die Inkubation erfolgte fiir 12-18 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank. Die Schnitte wur-
den im Anschluss zweimal flinf Minuten in PBS mit Triton (0,3 %) und einmal fiinf
Minuten in PBS gewaschen. Alle Schnitte - einschlieBlich der Kontrollschnitte - wur-
den anschlieBend im Halbdunklen mit dem sekundidren Antikorper (Alexa Fluor 546
rabbit anti-goat, Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA), der in einem Verhiltnis
von 1:500 mit dem PBS mit Triton/Rabbit-Serum-Gemisch verdiinnt wurde, fir 90
Minuten inkubiert. Es folgte ein weiterer dreigdngiger Waschgang, danach erfolgte das
Eindeckeln mittels Fluoreszenzeindeckelmedium (Fluorescent mounting medium,
DakoCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Schnitte wurden maximal fiir
eine Woche bei 4° C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Féarbung der immunkompetenten Zellen im Lymphknoten

Die Anfarbung der immunkompetenten Zellen im Lymphknoten der Wistarratten er-
folgte ebenfalls mittels Immunfluoreszenz; die Vorgehensweise war dabei dhnlich wie
bei der Anfarbung der Nervenfasern. Die Schnittdicke der Priaparate der Lymphknoten
betrug 5 um. Fiir die Sichtbarmachung der Makrophagen wurde ein Priméarantikorper
(Verdiinnung 1:500) verwendet, der gegen ein membranstindiges Glykoprotein der
Lysosomenmembran gerichtet ist; dieses wird v.a. von Gewebsmakrophagen
exprimiert (mouse anti-rat-Monozyten/Makrophagen MAB 1435, Chemicon Internati-
onal, Inc., Temecula, CA, USA). Fiir die B-Lymphyozyten wurde ein gegen das
membranstindige CD 45 gerichteter Antikorper (Verdiinnung 1:500, mouse anti-rat

CD 45 RA, AbDserotec, Raleigh, NC, USA), fiir die dendritische Zellen ein gegen das
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3.3.6

MHC 1II Molekiil gerichteter Antikdrper (Verdiinnung 1:1000; mouse anti-rat MHC
Class II RT1B, AbDserotec, Raleigh, NC, USA) und fiir die T-Lymphozyten ein ge-
gen den T-Zell-Rezeptor gerichteter Antikorper (Verdiinnung 1:500, mouse anti-rat
TCR alpha/beta, AbDserotec, Raleigh, NC, USA) eingesetzt. Als Sekundérantikorper
fungierte Alexa Fluor 546 goat anti-mouse IgG (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR,
USA).

Zahlung der Nervenfasern

Die Anzahl der sympathischen und sensiblen Nervenfasern pro Quadratmillimeter
wurde ermittelt, indem mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Leitz DMRBE, Leica
Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) bei 400facher Vergroferung
pro Gelenk in zwolf Gesichtsfeldern die Anzahl der Nervenfasern mit einer Léange von
mindestens 50 um ausgezdhlt wurden. Pro Pfote wurden mindestens drei Gelenke, je-
weils verteilt auf die Zehen, Mittelfull- und Sprunggelenksregion, beriicksichtigt. Die
Anzahl der gezédhlten Nervenfasern wurde mit dem Faktor 3,3 multipliziert woraus die

Anzahl pro mm” ermittelt werden konnte.

Zahlung der immunkompetenten Zellen

Zur Bestimmung der Zellen pro Quadratmillimeter wurden mit dem Fluoreszenzmik-
roskop pro Lymphknoten und Tier bei 400facher VergroBBerung 17 Gesichtsfelder nach

positiv-gefarbten Zellen ausgezéhlt. Die Anzahl der gezdhlten Zellen wurde mit dem

Faktor 3,3 multipliziert, woraus die Anzahl pro mm? ermitelt werden konnte.
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3.4

3.4.1

34.2

Statistische Auswertung und Prisentation der Ergebnisse
Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dem Pro-
gramm SigmaPlot 10.0 und SigmaStat 10.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA).

Die statistischen Berechnung der in den Versuchen gewonnenen Daten erfolgte mit
dem nichtparametrischen Mann-Whitney U-Test. Dieser Rangtest vergleicht die Ver-
teilung zweier unabhéngiger Stichproben, die mindestens Ordinalskalenniveau besit-
zen miissen. Der Mann-Whitney U-Test untersucht, ob ein Unterschied der Mediane
vorliegt. Bei einem vorgegebenen Testniveau von 5 % ist bei einem Signifikanzniveau

a von unter 0,05 die Annahme von Unterschieden als akzeptabel anzusehen.

Boxplots

Die graphische Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgte mittels Boxplots. Zur
Darstellung der einzeln erfassten Werte wurden Scatter plots dariiber gelegt (Abb.
3.2).

. / 75 % - Perzentile
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\ »
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Abb. 3.2: Boxplot mit Scatter plot

24



Eine derartige Darstellung der Versuchsergebnisse ermoglicht eine Analyse der Sym-
metrie einer Verteilung, der Lage der zentralen Tendenz sowie der Variabilitit der
Werte. Der Median teilt die Verteilung in zwei Hélften: dariiber und darunter liegen je
50 % der Daten. Der besondere Vorteil des Median und damit der Darstellung der
Versuchsergebnisse mittels Boxplots gegeniiber dem arithmetischen Mittel besteht in

seiner geringeren Abhéingigkeit von Ausreiflern.
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Kollagen II-induzierte Arthritis (DA-Ratten)

4 Ergebnisse
4.1
4.1.1 Klinischer Score

Zur klinischen Beurteilung des Progresses der Kollagen Il-induzierten Arthritis und
Korrelation mit dem histologischen Arthritisschweregrad wurde ein Scoresystem nach
klinischen Symptomen angewendet. Ab dem 28. Tag zeigte sich ein hochsignifikanter
Unterschied zur Kontrolle (Abb. 4.1). Zwischen dem 14. Tag und dem 28. Tag liel3
sich ein signifikanter Unterschied beziiglich des zeitlichen Verlaufs feststellen (Abb.

4.1), die klinische Manifestation der Arthritis erfolgte in diesem Zeitraum.
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Abb. 4.1: Klinischer Arthritisschweregrad bei immunisierten DA Ratten im Ver-

gleich zu den Kontrolltieren (Co) im zeitlichen Verlauf.
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4.1.2 Entziindungshistologie

Der arthritische Schweregrad wurde histologisch anhand eines Scoresystems beurteilt.
Ab dem 14. Tag nach Arthritisinduktion liel} sich ein signifikanter Unterschied zu den
gesunden Tieren der Kontrolle feststellen, der sich im weiteren Verlauf als hochsigni-
fikant darstellte (Abb. 4.2). Beziiglich des Fortschreitens der Entziindung zeigte sich
zwischen Tag 14 und 28 sowie zwischen Tag 41 und Tag 55 ein signifikanter Unter-
schied (Abb. 4.2). Die Entziindung lief3 sich histologisch friiher als klinisch feststellen,
eine fulminante Verschlechterung fand zwischen dem 14. und 28. Tag statt (Abb. 4.2),
was mit der Klinik korrelierte (Abb. 4.1).
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Abb. 4.2: Histologischer Entziindungsgrad in den Gelenken der arthritischen

Tiere im Vergleich zur Kontrolle (Co).
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4.1.3 Sympathische Nervenfasern

Es erfolgte die Bestimmung der sympathischen Nervenfasern im periartikuldren Ge-
webe. Ab dem 28. Tag zeigte sich eine signifikante Abnahme der TH-positiven Ner-
venfasern/mm? im Vergleich zu den gesunden Tieren der Kontrollgruppe (Abb. 4.3).
Dieser Befund korrelierte mit der Klinik und den histologischen Verdanderungen. Die
Abnahme der Nervenfasern stellte sich im weiteren Verlauf als hochsignifikant dar
(Abb.4.3). Beziiglich des Fortschreitens des Nervenfaserverlustes zeigten sich zwi-

schen Tag 14, 28, 41 und 55 keine signifikanten Unterschiede (Abb.4.3).
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Abb. 4.3: Anzahl der Tyrosin-Hydroxylase-positiven (sympathischen)

Nervenfasern/mm? der arthritischen Tiere im Vergleich zur Kontrolle (Co).
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Reprisentative Mikrophotographien fluoreszenz-geféarbter Tyrosin-Hydroxylase-
positiver (sympathischer) Nervenfasern bei gesunden und arthritischen Tieren
(Abb.4.4). Es zeigen sich sympathische Nervenfasern in typischer Lage entlang eines
Blutgefdfles (Abb. 4.4 a) sowie im periartikuldren Gewebe bei gesunden Tieren (Abb.
4.4 b). Bei kranken Tieren zeigen sich im periartikuliren Gewebe (Abb. 4.4 c) sowie

im GefaBverlauf (Abb. 4.4 d) keine bis wenige sympathische Nervenfasern.

Abb. 4.4: a: sympathische Nervenfasern in typischer Lage entlang eines Blutgefifies (—)
b:sympathische Nervenfasern im direkten periartikuldren Gewebe (—) c: periartikulires Gewebe ohne

sympathische Nervenfasern d: keine sympathischen Nervenfasern im Gefdfsverlauf

29



4.1.4 Substanz P-positive Nervenfasern

Es erfolgte die Bestimmung der Substanz P-positiven Nervenfasern. Am 5.Tag fanden
sich signifikant weniger Substanz P-positiver Nervenfasern im Vergleich zur Kontrol-

le (Abb. 4.5). Keine Unterschiede waren im weiteren Verlauf zu erkennen.

p = 0,002
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Abb. 4.5: Anzahl der Substanz P-positiven Nervenfasern der arthritischen Tiere im

Vergleich zur Kontrolle (Co).
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4.1.5 Quotient aus sympathischen und Substanz P-positiven Nervenfasern

Zur Ermittlung des Verhiltnisses zwischen sympathischen und Substanz P-positiven
Nervenfasern wurde der Quotient aus ihnen im zeitlichen Verlauf der Arthritis ermit-
telt. Es zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen des Quotienten im Vergleich

zur Kontrollgruppe bzw. im zeitlichen Verlauf (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Verdinderung des Quotienten aus sympathischen und Substanz P-

positiven Nervenfasern/mm? im Vergleich zur Kontrolle (Co).
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4.2 TNF-transgene Miuse
4.2.1 Entziindungshistologie
Es erfolgte eine Darstellung der histologischen Entziindung bei TNF-transgenen Méu-

sen im Vergleich zum gesunden Wildtyp. Bei den TNF-transgenen Tieren zeigte sich

eine hochsignifikante Zunahme des histologischen Arthritisschweregrades (Abb. 4.7).

14 - p < 0,001
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Abb. 4.7: Histologischer Arthritisschweregrad der TNF-transgenen Maéuse
(TNF) im Vergleich zum Wildtyp (WT).
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Histologisch zeigt sich in den Gelenken gesunder Tiere ein freier, nicht verschmaélerter
Gelenkspalt. Das Synovialgewebe ist zart und nicht verdickt, die Struktur von Knorpel
und Knochen ist intakt (Abb. 4.8 a). Nach wenigen Tagen zeigen sich erste arthritische
Verdnderungen bei den TNF-transgenen Tieren im Sinne eines verdickten
Synovialgewebes (sogenanntes zellkernreiches Pannusgewebe) welches Knochen und
Knorpel infiltriert (Abb. 4.8 b). Im weiteren zeitlichen Verlauf kommt es bei den er-
krankten Tieren zu einer Ankylosierung der Gelenke. Der Gelenkspalt ist mit
Pannusgewebe ausgefiillt, der Knochen ist stark infiltriert und der Gelenkknorpel

weitgehend zerstort (Abb. 4.8 c+d).

Abb. 4.8: Reprisentative Hdmatoxylin-Eosin-Fdrbungen der TNF-transgenen Mduse (b-d) und des
Wildtyps (a); a: gesundes Gelenk; b:beginnende arthritische Verdnderungen, c+d: ankylosiertes Ge-
lenk;
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4.2.2 Sympathische Nervenfasern

Es erfolgte eine Bestimmung der sympathischen Nervenfasern bei gesunden und TNF-
transgenen Tieren sowie der Vergleich unterschiedlicher Konservierungsmethoden.
Betrachtet man die Anzahl sympathischer Nervenfasern in Gruppen, welche mit der
gleichen Methode konserviert wurden, so fand sich in der Gruppe ohne Perfusion fiir
den Wildtyp (WTo.P.) eine signifikant hohere Anzahl TH-positiver Fasern im Ver-
gleich zu TNF-transgenen Tieren (TNFo.P, Abb. 4.9). Fiir die ,,perfundierte” Gruppe
(WTperf bzw. TNFperf) ergab sich diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied
(Abb.4.9). Beim Vergleich der Konservierungsmethoden fand sich jeweils in den
Gruppen, welche mit Perfusion behandelt wurden, eine signifikant hohere Anzahl

sympathischer Nervenfasern (Abb.4.9).

16 - p:0,039 PZO,OOI

14 1 .

12 4 p=0,004

10 -

TH-positive Nervenfasern/mm?

. ==

WTperf WTo.P.  TNFperf. TNFo.P.

Abb. 4.9: Anzahl Tyrosin-Hydroxylase-positiver (sympathischer) Nervenfa-
sern im Vergleich zwischen Wildtyp und TNF-transgenen Méusen sowie An-

zahl der Nervenfasern im Vergleich zweier Konservierungsmethoden.
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4.2.3 Substanz P-positive Nervenfasern

Es erfolgte eine Bestimmung der Substanz P-positiven Nervenfasern bei gesunden und
TNF-transgenen Tieren sowie der Vergleich unterschiedlicher Konservierungsmetho-
den. Bei Betrachtung der Anzahl Substanz P-positiver Nervenfasern in Gruppen glei-
cher Konservierungsmethode fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Wildtyp und TNF-transgenem Typ (Abb. 4.10). Beim Vergleich der unterschiedlichen
Konservierungsmethoden fand sich jeweils in den Gruppen, die ohne Perfusion be-
handelt wurden, eine signifikant hohere Anzahl Substanz P-positiver Nervenfasern im

Vergleich zur mit Perfusion behandelten Gruppe (Abb. 4.10).
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Abb.4.10: Anzahl Substanz P-positiver Nervenfasern im Vergleich zwischen
Wildtyp und TNF-transgenen Méusen und Vergleich verschiedener Konservie-

rungsmethoden.

35



4.2.4 Quotient aus sympathischen und Substanz P-positiven Nervenfasern

Zur Ermittlung des Verhiltnisses zwischen sympathischen und Substanz P-positiven
Nervenfasern wurde der Quotient aus ihnen im zeitlichen Verlauf der Arthritis ermit-
telt. In der nicht perfundierten Gruppe war der Quotient beim Wildtyp hochsignifikant
groBer als bei TNF-transgenen Tieren (Abb. 4.11). Bei Betrachtung der unterschiedli-
chen Konservierungsformen war in der TNF-transgenen Gruppe der Quotient bei den
perfundierten Tieren signifikant grof3er als bei den nicht perfundierten Tieren (Abb.
4.11).
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Abb. 4.11: Quotient aus sympathischen und Substanz P-positiven Nervenfa-
sern/mm” im Vergleich zwischen Wildtyp und TNF-transgenen Tieren, sowie

Einfluss unterschiedlicher Konservierungsformen.
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4.3

4.3.1

Psychosozialer Stress bei Kollagen-1I-induzierter Arthritis (Wistarratten)

Makrophagen im Lymphknoten

Im Rahmen der Untersuchungen der Auswirkungen von psychosozialem Stress auf die
Zellproliferation bzw. die Vermehrung immunkompetenter Zellen im Lymphknoten
erfolgte eine quantitative Bestimmung von Makrophagen im Lymphknoten bei ge-
stressten und nicht gestressten Tieren. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen gestressten und nicht gestressten Tieren sowie im zeitlichen Verlauf (Co =

nicht immunisierte Tiere) (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Makrophagen in den Lymphknoten gestresster und nicht gestresster

Tiere.
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Bei der Auszidhlung von Makrophagen in Lymphknoten gestresster und nicht gestress-
ter Tiere imponierten bildmorphologisch unter dem Fluoreszenzmikroskop keine Un-

terschiede (Abb. 4.13).

20 pm

Abb. 4.13: a: reprisentative Mikrophotographie von Makrophagen im Lymphknotengewebe. b:

Mikrophotographie desselben Ausschnitts; samtliche Zellkerne wurden mit Dapi angefiirbt.
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4.3.2 B-Lymphozyten in Lymphknoten

Als weiterer Vertreter immunkompetenter Zeller wurden die B-Lymphozyten in
Lymphknoten gestresster und nicht gestresster Tiere bestimmt. Es waren keine Unter-
schiede zwischen der gestressten und nicht gestressten Gruppe nachweisbar (Abb.
4.14). Auch konnten keine Unterschiede zwischen arthritischen Tieren und den Kont-

rolltieren (Co) gesehen werden (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: B-Lymphozyten in Lymphknoten gestresster und nicht gestresster

Waistarratten.
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Bei der Auszéhlung von B-Lymphozyten in Lymphknoten gestresster und nicht ge-
stresster Tiere imponierten bildmorphologisch unter dem Fluoreszenzmikroskop keine

Unterschiede (Abb. 4.15).

20 pm

20 pm

Abb. 4.15: a: reprisentative Mikrophotographie von B-Lymphozyten im Lymphknoten; b: Mik-

rophotographie desselben Ausschnitts; simtliche Zellkerne wurden mit Dapi angefdrbt;
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4.3.3 Dendritische Zellen im Lymphknoten

Als weitere Vertreter immunkompetenter Zellen erfolgte die Bestimmung dendriti-
scher Zellen im Lymphknoten. Bei den nicht gestressten Tieren fand sich am 4. Tag
eine signifikant hohere Anzahl dendritischer Zellen pro Quadratmillimeter im Lymph-
knoten als bei den gestressten Tieren am 14. Tag (Abb. 4.16). Tendenziell weniger
dendritische Zellen fanden sich innerhalb der Stressgruppe am 14. Tag (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Dendritische Zellen im Lymphknoten gestresster und nicht gestress-

ter arthritischer Tiere.
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Bei der Auszdhlung der dendritischen Zellen zeigten sich bildmorphologisch bei ge-

stressten Tieren weniger Zellen als bei nicht gestressten Tieren (Abb. 4.17).

X
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20 pm

Abb. 4.17: reprisentative Mikrophotographien von dendritischen Zellen im Lymphknoten eines

nicht gestressten Tieres am 4. Tag (a) und eines gestressten Tieres am 14. Tag (b)

4.3.4 T-Lymphozyten im Lymphknoten

Als weitere Vertreter immunkompetenter Zellen erfolgte eine Bestimmung der T-
Lymphozyten in Lymphknoten gestresster und nicht gestresster Tiere. Fiir die nicht
gestressten arthritischen Tiere ergab sich am 4. Tag eine tendenziell grof3ere Anzahl

von T-Lymphozyten im Vergleich zu den Kontrolltieren (Co, Abb. 4.18). Bei den ge-

42



stressten arthritischen Tieren fand sich vor allem am 4. Tag eine signifikant hohere
Anzahl an T-Lymphozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4.18). Bei den
arthritischen Tieren zeigte sich zwischen gestressten und nicht gestressten Wistarratten

kein signifikanter Unterschied (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: T-Lymphozyten in Lymphknoten gestresster und nicht gestresster

Wistarratten.
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Bei der Auszédhlung der T-Lymphozyten zeigten sich bildmorphologisch Unterschiede

zwischen den Kontrolltieren und den gestressten arthritischen Tieren (Abb. 4.19).

—
20 ym

Abb. 4.19: Reprisentative Mikrophotographien von T-Lymphozyten im Lymphknoten eines nicht

gestressten, nicht immunisierten Tieres (Kontrolle, a) und eines gestressten arthritischen Tieres (b)
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Diskussion

Kollagen-II-induzierte Arthritis (DA-Ratten)

Klinische und histologische Untersuchungen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen basieren auf der In-
duktion einer Modellarthritis. Bei den DA-Ratten wurde diese durch die Injektion von
Kollagen Typ II, welches in Freund’ Adjuvant geldst war, erreicht. Dieses Verfahren
eignet sich gut um die pathophysiologischen Vorginge einer RA beim Menschen
nachzuvollziehen, da die im Rahmen der Erkrankung eintretenden Verénderungen je-
nen beim Menschen &dhneln. So entsprechen die verdnderten Glukokortikoid-
konzentrationen bei Ratten mit induzierter Modellarthritis denen bei Menschen mit
RA."""!2 Dies entspricht der bei RA auftretenden Insuffizienz der HPN-Achse. So ist
davon auszugehen, dass sich die Ergebnisse der dieser Arbeit zu Grunde liegenden
Untersuchungen durchaus auf die pathophysiologischen Vorgénge beim Menschen
iibertragen lassen. Um eine Korrelation zwischen den klinischen und histologischen
Verdanderungen sowie den quantitativen Verdnderungen der Nervenfasern zu erstellen,
wurde an Hand zu Beginn festgelegter klinischer und histologischer Score-Systeme
eine Klassifizierung der Arthritis vorgenommen. Klinische Score-Systeme beurteilen
den Schweregrad der Arthritis am Tiermodell vor allem hinsichtlich der Schwellung
und Rotung der Pfoten bzw. einzelner Gelenke sowie hinsichtlich des Funktionsver-
lustes des Gelenks bzw. der ganzen Extremitit.>™*® GemiB dieser Kriterien wurde
auch die Arthritis der DA Ratten in der vorliegenden Untersuchung beurteilt. Dabei
zeigte sich zwischen dem 14. und 28. Tag nach Arthritisinduktion eine sprunghafte
Verschlechterung der Klinik.

Zur Analyse von histologischen Verdnderungen sind verschiedene Score-Systeme
entwickelt worden, die sich zur Beurteilung der Gewebeverdnderung zumeist dhnli-
cher Kriterien bedienen. Koizumi und Mitarbeiter schlieBen unter anderem die Kno-
chendestruktion und das Vorkommen von Hamosiderin und Fremdkdrpergranulomen
in ihren Score ein.'® Andere Arbeitsgruppen wie die von Krenn distanzieren sich be-
wusst von einer Beurteilung von Details, indem sie sich in ithrem Synovialitis-Scoring

auf die Bewertung der Verdickung der synovialen Deckzellschicht, des Aktivierungs-
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grads des synovialen Stromas und der leukozytiren entziindlichen Infiltration be-

schrinken.'"

In der vorliegenden Untersuchung war das primére Ziel bei der Erstel-
lung eines histologischen Score-Systems die Klassifikation des Schweregrades der
Entziindung, weshalb das Augenmerk vor allem auf die Beurteilung der periartikuldren
Gewebe und des Gelenkspaltes gelegt wurde. Auffallend war, dass sich bereits ab dem
14. Tag signifikante histologische Verdnderungen in den Gelenken feststellen lieBen,
wihrend die Klinik zu diesem Zeitpunkt noch unauffillig war. Ab dem 28. Tag, der
wie oben erwdhnt mit einer deutlichen Verschlechterung der Klinik einherging, zeig-
ten sich dann hochsignifikante histologische Verdanderungen; damit konnte eine positi-
ve Korrelation zwischen Histologie und Klinik nachgewiesen werden. In einigen ande-

ren Untersuchungen konnte hingegen keine Korrelation zwischen der klinischen

Beschwerdesympomatik und den histologischen Verinderungen gefunden werden.''*

Sympathische Nervenfasern

In der vorliegenden Untersuchung erfolgte die Sichtbarmachung der sympathischen
Nervenfasern iiber den Nachweis der Tyrosin-Hydroxylase, einem Enzym, das bei der
Synthese von Noradrenalin aus Phenylalanin fiir die Hydroxylierung von Tyrosin zu
Dopa zustindig ist.** Noradrenalin wird hauptsichlich in der Nebenniere und
adrenergen Nervenendigungen synthetisiert, wodurch sich die TH zum quantitativen
Nachweis sympathischer Nervenzellen eignet.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei den arthritischen Tieren im Krankheitsverlauf zu
einem signifikanten Abfall der sympathischen Nervenfasern im periartikuldren Gewe-
be kommt. Diese Abnahme stellte sich ab dem 28. Tag als signifikant dar, was sowohl
mit dem histologischen als auch mit dem klinischen Arthritisschweregrad korreliert.
Ein Verlust sympathischer Nervenfasern konnte bereits in anderen Untersuchungen
sowohl am Tiermodell als auch bei Patienten mit RA bestitigt werden.””””™'"> Es
bleibt zu erdrtern, worin dieser Abfall begriindet ist. Moglich wire zum Einen ein di-
rekter Untergang der Nervenzellen im Rahmen der Erkrankung oder aber ein fehlendes
Einsprossen in das sich ausbildende Pannusgewebe bzw. eine Kombination aus bei-

dem. Eine potentielle Erkldrung fiir dieses Phianomen ist ein erhéhtes Vorkommen von

Semaphorinen, bei welchen es sich um Repulsationsfaktoren von Nervenfasern han-
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delt."'® So konnte vor allem fiir Semaphorin 3 C, das sich selektiv gegen sympathische
Nervenfasern richtet, gezeigt werden, dass es in Makrophagen und Fibroblasten im
Synovium von Patienten mit RA vermehrt auftritt.''” Denkbar wire auch, dass die
Denervierung im Rahmen der Aktivierung lokaler Immunzellen auftritt, zumal nach-
gewiesen werden konnte, dass die sympathischen Nervenfasern in Lymphknoten von
Maiusen, die eine Autoimmunerkrankung entwickelt haben, ebenfalls abnimmt.

Der beobachtete Verlust sympathischer Nervenfasern im Verlauf einer Arthritis wirft
die Frage auf, welche Bedeutung dieses Phdnomen fiir den Krankheitsverlauf besitzt.
Wie bereits beschrieben entfaltet Noradrenalin in hohen Konzentrationen vor allem
tiber den B-Adrenozeptor tendenziell antiinflammatorische Wirkungen. Allerdings ist
bekannt, dass Noradrenalin in geringeren Konzentrationen iiber den a2-Rezeptor bzw.
Adenosin iiber den Al-Rezeptor eine proinflammatorische Wirkung entfalten kann,
was beispielsweise mit einer TNF-Erhohung einhergeht.®'

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das sympathische Ner-
vensystem eine duale Rolle im Entziindungsprozess einnimmt bzw. sich die Art der
Einflussnahme im zeitlichen Verlauf der Arthritis bzw. der Entzlindung verandert. In
der Friithphase einer Entziindungsinduktion fiihrt neben dem sensiblen Nervensystem
auch das sympathische Nervensystem zu einer Reihe proinflammatorisch wirkender
Effekte, beispielsweise durch die chemotaktische Funktion sympathischer Neuro-

transmitter.''®

Fiir diesen proinflammatorischen Effekt in der Friihphase einer Ent-
ziindung spricht auch die Beobachtung, dass Tiere, bei welchen ebenfalls eine Kol-
lagen II-Arthritis induziert wurde und die einer frilhen Sympathektomie unterzogen
wurden, einen weniger fulminanten Krankheitsverlauf zeigten.”” Die anti-
inflammatorischen Effekte des sympathischen Nervensystems entfalten sich im weite-
ren Verlauf einer Entziindung wie bereits oben ausgefiihrt beispielsweise iiber die
Hemmung der Phagozytose iiber B-Adrenozeptoren.®” Diese Feststellung wird durch
die Beobachtung gestiitzt, dass spatsympatektomierte Tiere einen schwereren Verlauf
der Arthritis zeigen.” Durch den Nervenfaserverlust herrschen im Entziindungsgebiet
niedrige Konzentrationen von Noradrenalin vor, wodurch sich lokal primir a2-
Rezeptor vermittelte Wirkungen entfalten, d.h. ein proinflammatorisches Milieu im

entziindeten Gelenk vorherrscht. Der physiologische Nutzen dahinter konnte sein, die

Entziindung auf einen umschriebenen Ort zu begrenzen.
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5.1.3 Substanz P-positive Nervenfasern

Substanz P-positive Nervenfasern wurden in der vorliegenden Untersuchung direkt
iiber den Nachweis des Transmitters Substanz P nachgewiesen. Substanz P entfaltet
iiber verschiedene Wege proinflammatorische Effekte, die nachgewiesenermallen zur
Entziindungsverstirkung beitragen.® In einigen Untersuchungen konnte eine Zunahme
Substanz P-positiver Fasern im Synovialgewebe nachgewiesen werden, was mit einer
Abnahme der sympathischen Nervenfasern einherging.”” Erst im spiteren Verlauf der
Entziindung fand sich eine Abnahme dieser sensiblen Fasern. Diese Beobachtungen
konnten in der vorliegenden Untersuchung nicht bestétigt werden; hier fand sich keine
relevante Abnahme der Substanz P-positiven Nervenfasern. Allerdings konnte so
nachgewiesen werden, dass der Einfluss der Substanz P-positiven Fasern im Gegen-
satz zu den sympathischen Nervenfasern nicht abnimmt, also mit einer relativen Zu-
nahme einhergeht, was wiederum, geht man von einer potentiell anti-
inflammatorischen Funktion sympathischer Nervenfasern bei RA aus, eine Verschie-
bung in ein tendenziell proinflammatorisches Milieu bedeutet. Besonders deutlich wi-
re diese Verschiebung durch eine Verdnderung des sogenannten TH/SP-Quotienten
geworden, der das Verhéltnis von NA- und Substanz P-produzierenden Fasern dar-
stellt; allerdings stellte sich in den vorliegenden Untersuchungen keine derartige Ver-
anderung dar.

Bisher ist nicht bekannt, warum die Substanz P-positiven Fasern keiner Reduktion un-
terliegen und in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen sogar mit einer Zunahme
imponieren. In diesem Zusammenhang ist auch zu bemerken, dass fiir eine andere
Klasse sensibler Neuronen, in welchen calcitonin gene-related peptide als Transmitter
fungiert, sogar eine Abnahme im arthritischen Gewebe festgestellt wurde und somit
der Einfluss von Substanz P wiederum steigt.*® Ein weiterer Forschungsansatz besteht
darin herauszufinden, welche Mediatoren zu einer Zunahme von Substanz P-positiven
Fasern fiihren; dabei wird auch versucht, eine Moglichkeit zu finden um diese zu blo-
ckieren. Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Untersuchung festgestellt wer-
den, dass sich im Rahmen der Modellarthritis eine Verdnderung der neuronalen Ein-
fliisse auf das Entziindungsgeschehen ergibt. Es kommt zu einem Verlust der sympa-

thischen Nervenfasern und damit zu einer zumindest relativen Zunahme der Substanz
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P-positiven Nervenfasern, was mit groler Wahrscheinlichkeit eine Verstirkung der

Entziindung zur Folge hat.

TNF-transgene Miuse

Entziindungshistologie

Eine andere Art der Arthritisinduktion erfolgte bei TNF-transgenen Mausen. Als Tri-
ger des Gens, welches flir den humanen TNF kodiert, entwickelten sie eine chronische
Polyarthritis. Dieses Arthritismodell ist ebenfalls zur Untersuchung der
pathophysiologischen Vorgéinge bei RA geeignet, da TNF eine entscheidende Rolle in
der Pathophysiologie der Erkrankung spielt.*® In der vorliegenden Untersuchung zeig-
te sich bei der histologischen Untersuchung der Gelenke der TNF-transgenen Méuse
eine deutliche Entziindungsreaktion, die einem fulminanten Verlauf einer Arthritis

entspricht.

Sympathische Nervenfasern

An den TNF-transgenen Méausen wurden zwei unterschiedliche Methoden der Gewe-
befixierung durchgefiihrt. Die Hilfte der Tiere wurde mittels Perfusion behandelt, die
andere Hélfte ohne Perfusion. Bei der quantitativen Untersuchung der sympathischen
Nervenfasern konnte fiir die Gruppe, die nicht mit Perfusion behandelt wurde, ein sig-
nifikanter Abfall TH-positiver Nervenfasern im Vergleich zum Wildtyp festgestellt
werden. Dieses Ergebnis bestdtigt die Ergebnisse der vorausgegangenen Untersuchun-
gen an Ratten, bei denen gezeigt werden konnte, dass im Rahmen der Arthritis-
entwicklung das sympathische Nervensystem seinen Einfluss auf das Entziindungsge-
schehen verliert. In der mit Perfusion behandelten Gruppe konnte diese Tendenz aller-
dings nicht nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang sollte jedoch beriicksich-
tigt werden, dass zur Verifizierung dieser Ergebnisse Untersuchungen mit einer gréf3e-

ren Fallzahl notwendig wéren.
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Substanz P-positive Nervenfasern

In den Gruppen mit gleicher Fixierungsmethode fanden sich keine signifikanten Ver-
anderungen hinsichtlich der Substanz P-positiven Fasern. Dies bestitigt die Ergebnisse
aus den Untersuchungen mit den DA-Ratten, in denen gezeigt werden konnte dass der
Einfluss der Substanz P-positiven Fasern durch den Verlust der sympathischen Ner-
venfasern relativ zunimmt und damit ein tendenziell proinflammatorisches Milieu ge-
schaffen wird.

Bei der Berechung des TH/SP-Quotienten lie3 sich in der nicht perfundierten Gruppe
eine signifikante Erniedrigung des Quotienten bei den TNF-transgenen Tieren im Ver-
gleich zum Wildtyp feststellen, der wiederum die relative Zunahme des Einflusses der
Substanz P-positiven Fasern deutlich macht. Auch im Fall der Substanz P-positiven
Fasern ist zur Verifizierung der Ergebnisse eine grofere Fallzahl notwendig, was Ge-

genstand weiterer Untersuchungen auf diesem Gebiet sein konnte.

Methoden der Konservierung

Bei der Untersuchung der TNF-transgenen Méuse wurden zwei unterschiedliche Me-
thoden zur Gewebefixierung angewendet. Betrachtete man die sympathischen Nerven-
fasern, so fiel auf dass bei perfundierten Tieren sowohl beim Wildtyp als auch bei den
TNF-transgenen Tieren jeweils hohere Anzahlen von Nervenfasern gefunden werden
konnten als bei Tieren, die nicht perfundiert wurden. Dies legt den Verdacht nahe,
dass die Perfusion ein neuronenprotektiveres Verfahren darstellt als die Konservierung
ohne Perfusion.

Interessanterweise fand sich bei der Untersuchung der sensiblen bzw. Substanz P-
positiven Fasern ein gegenteiliger Befund: bei Tieren, deren Gewebe nicht durch Per-
fusion fixiert wurde, fanden sich sowohl beim Wildtyp als auch bei den TNF-
transgenen Tieren signifikant hohere Zahlen Substanz P-positiver Nervenfasern als bei

Tieren, die mit Perfusion behandelt wurden.

Zusammenfassend legen diese Ergebnisse die Vermutung nahe, dass fiir den Nachweis
von sympathischen Nervenfasern die Gewebefixierung mittels Perfusion geeigneter

ist, da diese moglicherweise ein protektiveres Verfahren darstellt als die Fixierung oh-
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ne Perfusion; fiir den Nachweis Substanz P-positiver Fasern scheint die Konservierung
ohne Perfusion das Verfahren der Wahl darzustellen, da bei der Perfusionsmethode
unter Umstdnden Stoffe verwendet werden, die einen neurotoxischen Effekt auf sen-
sible Nervenfasern ausiiben. Zur Verifizierung dieser Uberlegungen sollten Untersu-

chungen mit groBeren Fallzahlen durchgefiihrt werden.

Psychosozialer Stress bei Kollagen-II-induzierter Arthritis

Im Rahmen eines gemeinsamen Projektes mit dem Lehrstuhl fiir Tierphysiologie der
Universitdt Bayreuth (Arbeitsgruppe Dr. rer. nat. Volker Stefanski) erfolgte die Be-
stimmung verschiedener Zellpopulationen in Lymphknoten bei Ratten. Ziel des Pro-
jektes war es, Auswirkungen von sozialem Stress auf die Manifestation einer Modell-
arthritis bei der Ratte zu untersuchen, vor allem in Hinblick auf die neuroendokrin-
immunen Mechanismen. In dem hier durchgefiihrten Teilexperiment sollten die Aus-
wirkungen von Stress auf die Krankheitsmanifestation wiahrend bzw. nach Induktion
der Modellarthritis charakterisiert werden.

Der Nachweis der verschiedenen Zellpopulationen erfolgte ebenfalls mittels indirekter
Immunfluoreszenz. Die dabei verwendeten detektierenden Antikorper waren jeweils
gegen spezifische Zielproteine der jeweiligen Zellklassen gerichtet. An Hand der Be-
urteilung des quantitativen Vorkommens verschiedener Immunzellpopulationen im
Lymphknoten konnte zunéchst eine Einschitzung getroffen werden, ob das Immunsys-
tem tiberhaupt auf die Induktion der Modellarthritis reagiert; weiterhin konnte einge-
schitzt werden, welche Zellen dabei vornehmlich eine Rolle spielen und ob sich Un-
terschiede in der Aktivierung zwischen gestressten und nicht gestressten Tieren erge-
ben. Die Untersuchung letzteren Sachverhaltes konnte dariiber Aufschluss geben, ob
psychosozialer Stress tatsdchlich als direkter Einflussfaktor auf die Immunantwort

wirkt.
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Makrophagen

Makrophagen spielen u.a. durch starke Infiltration des Synoviums, Sekretion von TNF
und der Aktivierung von T-Lymphozyten eine bedeutende Rolle in der Pathophysiolo-
gie der Entziindung. Damit wére zu erwarten, dass sich die Anzahl an zirkulierenden
Makrophagen und somit auch die Anzahl in sekunddren Lymphorganen im Vergleich
zur Kontrolle erhoht, was in der vorliegenden Untersuchung allerdings nicht bestitigt
werden konnte. Auch zwischen gestresster und nicht gestresster Gruppe fanden sich
keine signifikanten Unterschiede. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Ergebnis konnte
sein, dass Makrophagen vor allem auf chemotaktische Signale reagieren und direkt
zum Entzlindungsort einwandern ohne vermehrt in Lymphknoten zu migrieren. Zu be-
denken ist auch der Zeitpunkt der Immunisierung, da sowohl die nicht gestressten als
auch die gestressten Tiere zum Zeitpunkt der Immunisierung noch keine Arthritis ent-
wickelt hatten. Somit wire zu einem spéteren Zeitpunkt moglicherweise eine Verande-
rung zu beobachten. In einem weiteren Teilexperiment des Projektes, welches von
Frau Dr. Christine Wolff durchgefiihrt wurde, zeigten sich an der Immunisierungsstel-
le der Tiere in der Schwanzhaut bei den nicht gestressten Tieren an Tag 4 und 14 sig-
nifikant hohere Anzahlen an Makrophagen im Vergleich zu den gestressten Tieren.
Eine mogliche Erklarung dafiir konnte ein Effekt von Katecholaminen sein, welche
unter Stress ausgeschiittet werden und sich beispielsweise in einer verminderten Adha-
renz von Granulozyten an GefaBwénde und damit verminderter Migration ins Gewebe

manifestiert.' !’

Die fehlende Verdanderung im Lymphknoten kdnnte auch so interpre-
tiert werden, dass keine Wanderung von Makrophagen aus der Schwanzhaut in sekun-

diare Lymphorgane stattfindet bzw. erst zu einem spéteren Zeitpunkt.

B-Lymphozyten

B-Lymphozyten stehen unter dem Verdacht, entscheidend zur Pathogenese der RA
beizutragen; dies zeigt sich durch das Auftreten von Rheumafaktoren, Anti-CCP-
Antikdrpern und weiteren Autoantikérpern.”® Dariiber hinaus finden sich bei vielen
Patienten Keimzentren, wie sie normalerweise in sekundéren Lymphorganen auftreten;

120

dies beweist die Beteiligung dieser Zellen am Krankheitsgeschehen. © Anzunehmen
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wire, dass sich durch das vermehrte Einwandern von B-Lymphozyten diese auch ver-
mehrt im Lymphknoten finden lieBen. In der vorliegenden Untersuchung konnte diese
Vermutung allerdings nicht bestdtigt werden; es fanden sich auch keine Unterschiede
zwischen gestressten und nicht gestressten Tieren. Die absoluten Zahlen zeigten dage-
gen eine breite Streuung. Auch hier konnte eine quantitative Untersuchung der B-
Lymphozyten im Bereich der Immunisierungsstelle in der Schwanzhaut im Vergleich
zwischen gestressten und nicht gestressten Tieren Aufschluss dariiber geben, ob psy-
chosozialer Stress einen Einfluss auf die Verteilung und Wanderung von B-
Lymphozyten nimmt. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass auch die B-
Lymphozyten eine duale Rolle in der Entwicklung und Aufrechterhaltung einer RA
spielen. So konnte gezeigt werden, dass B-Zellen iiber eine Aktivierung des CD40—
Rezeptors zur Ausschiittung von IL-10 angeregt werden und damit eine Differenzie-
rung von T-Zellen zu THI-Zellen verhindern, was die Entwicklung einer RA am

Tiermodell unterbindet.'?'

Die Behandlung von Leukozyten mit Katecholaminen - also
die Simulation einer Stresssituation - flihrt zu einer vermehrten IL-10-Produktion und
damit zu einem TH2-Profil,”' was die mogliche protektive Wirkung von akuten Stress-
situationen - im Gegensatz zu chronischem Stress - deutlich macht. Zu bedenken ist
auch hier wieder der Zeitpunkt der Immunisierung; moglicherweise konnten sich Un-
terschiede in der Anzahl von B-Lymphozyten im Lymphknoten zu einem spéteren

Untersuchungszeitpunkt feststellen lassen.

Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind sehr kompetente antigenprasentierende Zellen, die vor allem
durch die Aktivierung und konsekutive Differenzierung unreifer T-Lymphozyten eine

wichtige Rolle in der Immunantwort einnehmen.'*

Ihre Reifung und Vermehrung
wird unter anderem durch Zytokine reguliert; fordernd wirken dabei unter anderem
IL-1 oder TNF.'” Im Rahmen der RA werden derartige Zytokine vermehrt gebildet,
weshalb ein Anstieg der dendritischen Zellen im Lymphknoten erwartet werden konn-
te. In der vorliegenden Untersuchung konnten allerdings keine quantitativen Unter-

schiede zwischen immunisierten und gesunden Tieren nachgewiesen werden, wobei

natiirlich auch stets der frithe Zeitpunkt der Untersuchung berticksichtigt werden muss.

53



534

Moglich wiére dass erst zu einem spdteren Zeitpunkt Verdnderungen beobachtet wer-
den konnten, zumal sich beispielsweise Makrophagen im Verlauf einer Immunreaktion
zu dendritischen Zellen umwandeln konnen und erst spéter quantitativ erfasst wiirden.
In diesem Zusammenhang wére es interessant zu untersuchen, inwiefern sich die Po-
pulation dendritischer Zellen im Bereich der Immunisierungsstelle in der Schwanzhaut
verdndert, da beispielsweise in einer Untersuchung durch Page und Mitarbeiter gezeigt
werden konnte, dass beim Vergleich des Synovialgewebes mit Lymphknoten von RA-
Patienten jeweils eine andere Differenzierungsstufe der dendritischen Zellen vorherr-
schend war, was darauf hinweist, dass dendritische Zellen stark durch das lokale Mili-
eu beeinflusst werden. Somit wiére nicht nur ein quantitativer Vergleich interessant,
sondern auch die Typisierung des Reifungsstadiums, um dadurch mdgliche Konse-
quenzen fiir den Krankheitsverlauf abzuschitzen.'*

Interessanterweise fand sich in der vorliegenden Untersuchung eine signifikante Ver-
minderung der Anzahl an dendritischen Zellen bei gestressten Tieren im Vergleich zu
den Tieren, die keinem psychosozialen Stress ausgesetzt waren. Eine Erkldrung dafiir
konnte eine verminderte Wanderung von immunkompetenten Zellen aus der Haut in
die sekundidren Lymphorgane sein, welche moglicherweise durch die Wirkung von

Katecholaminen auf die GefaBwandadhésion hervorgerufen wird.'??

T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten stellen ebenfalls eine bedeutende Zellpopulation im entziindeten
Synovialgewebe bei RA dar.'”> Obwohl die letztendliche Rolle der T-Lymphozyten im
Entziindungsprozess noch nicht vollstindig geklért ist, lassen sich bei jeder Untersu-
chung von Synovialgewebe aktivierte T-Lymphozyten (vor allem CD4'-T-
Lymphozyten) identifizieren;'*° dies lisst somit Riickschliisse auf die Krankheitsakti-
vitdt zu. Folglich ist eine vermehrte Anzahl von T-Lymphozyten in Lymphknoten zu
erwarten, zumal hier die Proliferation der antigenspezifischen Zellen stattfindet. Tat-
sdchlich konnte in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg der T-Lymphozyten bei den
immunisierten Tieren im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren nachgewiesen
werden. Wider Erwarten konnten allerdings keine Unterschiede in der T-

Lymphozytenzahl zwischen gestressten und nicht gestressten Tieren festgestellt wer-
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den, obwohl Glukokortikoide wie sie im Rahmen einer Stressreaktion gebildet werden,
eigentlich einen suppressiven Effekt (beispielsweise iiber Hemmung von IL-2*" und
die Hemmung der Anigenprisentation durch APCs)" auf die T-Lymphozyten ausiiben
miissten. Dies gilt vor allem wenn davon ausgegangen wird, dass es sich bei dem
Stress, welchem die Versuchstiere ausgesetzt waren, um eine akute Stresssituation
handelt, bei welcher es bisher nicht zu einer Gewohnung gekommen ist. In diesem Zu-
sammenhang war es interessant zu untersuchen ob sich bei den gestressten Tieren eine
Verdnderung des basalen Glukokortikoidlevels oder ein im Verhiltnis zur Entziindung
inaddquater Abfall bzw. fehlender Anstieg stattgefunden hat; in den Untersuchungen
der Arbeitsgruppe in Bayreuth fanden sich keine erhohten Corticosteron-Spiegel im
Blut der gestressten Tiere, wodurch sich womdoglich die fehlende Suppression der T-
Lymphozyten im Lymphknoten erklért.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass sich
lediglich fiir die T-Lymphozyten eine Erhéhung im sekunddren Lymphorgan im Rah-
men der Immunisierung finden lieB. Womdglich wiren weitere Verdnderungen bei
den anderen immunkompetenten Zellen erst zu einem spéteren Zeitpunkt zu beobach-
ten gewesen, da die Manifestation der Arthritis zum Untersuchungszeitpunkt noch
nicht stattfand. Im Vergleich der Anzahl immunkompetenter Zellen zwischen gestress-
ten und nicht gestressten Tieren zeigte sich lediglich bei den dendritischen Zellen ein
Unterschied, der sich moglicherweise durch die gestorte Migration von immunkompe-
tenten Zellen aus der Haut in sekundidre Lymphorgane unter psychosozialem Stress

erklart.
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Zusammenfassung

Die Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass auf die Pathogenese von Au-
toimmunerkrankungen wie der RA eine Vielzahl verschiedener Faktoren Einfluss
nimmt. Die Forschung der Neuroendokrinoimmunologie zeigte das Zusammenspiel
des Nervensystems und des endokrinen Systems bzw. deren Einfliisse auf das Immun-
system auf und trug so viel zum Verstindnis der Pathophysiologie der rheumatoiden
Arthritis bei. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich an Hand eines antigen-
spezifischen Modells einer Arthritis, wie die durch Kollagen Typ II induzierte Arthri-
tis, die pathophysiologischen Vorgéinge gut nachvollziehen lassen. Dies zeigte sich in
den klinischen und dazu korrelierenden histologischen Verdanderungen. Des Weiteren
konnte erneut gezeigt werden, dass es eindeutig zu Verdnderungen des Nervensystems
im lokalen Entziindungsmilieu kommt, was durch die Verminderung der sympathi-
schen Nervenfasern im Entziindungsgebiet sowie der sich daraus ergebenden Verédnde-
rung des Gleichgewichts zwischen sympathischem und sensiblem Nervensystem deut-
lich wird. In vielen Voruntersuchungen wurde gezeigt, dass das sympathische Nerven-
system durch eine komplexe Regulation zu verschiedenen Zeitpunkten des Entziin-
dungsprozesses unterschiedliche Rollen hinsichtlich einer protektiven bzw. einer
proinflammatorischen Wirkung einnimmt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Zunahme der Entziindung mit der Abnahme sympathischer Nervenfasern kor-
reliert. Dieser Mechanismus mag dazu dienen, eine Entziindung - beispielsweise im
Rahmen der Bekdmpfung eines bestimmten Agens - lokal begrenzt zu halten und die
weitere Ausbreitung durch die antiinflammatorischen Effekte des sympathischen Ner-
vensystems zu verhindern.

Im zweiten Teil der Arbeit konnten an Hand eines weiteren Arthritismodells ebenfalls
Verdanderungen des Nervensystems im Rahmen des Entziindungsprozesses beobachtet
werden. Zusétzlich zeigte sich, dass bestimmte Konservierungsmethoden bei verschie-
denen Nervenfaserklassen eine unterschiedliche Wirkung haben konnen. So zeigte
sich fiir die Perfusionsmethode eine grundsétzlich hohere Anzahl an sympathischen
Nervenfasern im Vergleich zu der Methode ohne Perfusion, wohingegen die Methode
ohne Perfusion fiir die sensiblen Nervenfasern protektiver zu sein schien.

Der dritte Teil der Arbeit sollte dazu beitragen herauszufinden, inwiefern psychosozia-

ler Stress auf die Initiierung einer Arthritis Einfluss nehmen kann. Die Untersuchung
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zeigte, dass sich bei gestressten Tieren eine niedrigere Anzahl dendritischer Zellen im
Lymphknoten finden lief3 als bei nicht gestressten Tieren. Dies ist hinweisend darauf,
dass psychosozialer Stress bereits in der Anfangsphase der Entwicklung einer chroni-
schen Autoimmunerkrankung Einfluss nehmen kann. Dies korreliert mit den weiteren
Ergebnissen der Arbeitsgruppe, die zeigen konnte, dass sich bei gestressten Tieren die
Suszeptibilitdt fiir eine Arthritis reduzierte und eine verminderte Auspragung der Arth-
ritis auftrat. Weitere durch Stress hervorgerufene Einfliisse auf Migration und Anzahl
immunkompetenter Zellen konnten mdéglicherweise in weiteren Untersuchungen mit

langerer Beobachtungszeit nachgewiesen werden.
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Objective. To explore the hypothesis that, in par-
allel with alterations in the hypothalamus—pituitary-
adrenal axis and the sympathetic nervous system, hypo-
thalamic cytokine expression and monoaminergic
neurotransmitter concentrations are affected during the
course of arthritis development induced by type II
collagen. This hypothesis was based on evidence that
acute inflammatory processes induce cytokine expres-
sion in the brain and affect neuronal activity. We also
studied whether depletion of hypothalamic noradrena-
line can affect peripheral joint disease.

Methods. Hypothalamic cytokine gene expression
and neurotransmitter concentration, parameters of in-
flammation, and joint innervation were evaluated dur-
ing arthritis development in rats induced by injection of
type II collagen in Freund’s incomplete adjuvant. Nor-
adrenergic neurons in the brain were depleted with
6-hydroxydopamine.

Results. Transiently increased corticosterone lev-
els, followed by increased adrenaline levels and hypo-
thalamic interleukin-1 (IL-18) and IL-6 overexpres-
sion were observed only during the induction phase of
the disease. Hypothalamic noradrenaline content was
increased during the symptomatic phase and was par-
alleled by a gradual loss of noradrenergic fibers in the
joints. The positive correlation between hypothalamic
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IL-1p expression and noradrenaline content in control
groups was not observed in rats in which arthritis
developed. Depletion of hypothalamic noradrenergic
neurons when arthritis was established did not affect
the course of the disease.

Conclusion. The dissociation between hypotha-
lamic cytokine gene expression and noradrenergic neu-
ronal activity, the lack of sustained stimulation of the
stress axes, and the loss of sympathetic signals in the
joints indicate a disruption in communication between
afferent immune messages to the central nervous system
and 2 main efferent antiinflammatory pathways under
control of the brain during collagen-induced arthritis.

The inflammatory/autoimmune process observed
during experimentally induced arthritis is paralleled by
neuroendocrine alterations, particularly in the activity of
the hypothalamus—pituitary—adrenal (HPA) axis and the
sympathetic nervous system (SNS) (for review, see refs.
1-3). The inflammatory component of the disease can
be modulated at the level of the joints by efferent
peripheral nerves (2,4-6), and the SNS seems to exert a
proinflammatory influence during the induction, asymp-
tomatic phase but an antiinflammatory effect in the late
symptomatic phase of type II collagen—induced arthritis
(2). Interestingly, sympathetic innervation is largely de-
creased in advanced stages of type II collagen—induced
arthritis in mice, so that the antiinflammatory influence
of sympathetic nerve fibers might be missing during the
symptomatic phase (2). Similar findings have been re-
ported in patients with rheumatoid arthritis (RA) (7), a
condition that is additionally complicated by low levels
of endogenous cortisol (8). Both alterations suggest a
disruption in communication between the central ner-
vous system (CNS) and the periphery.

In contrast, the effect of cytokines produced
during the disease might not be restricted to local
actions in inflamed tissues (9,10), and afferent pathways
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mediated by immune products might influence the CNS.
Indeed, there is clear evidence of the existence of
bidirectional immune-neuroendocrine system interac-
tions (for review, see refs. 11-13). Studies performed
under acute conditions (e.g., following lipopolysaccha-
ride injection) have shown that cytokines can affect
hormone production and can influence brain functions
by altering the activity of defined neurons in the CNS
and the release and turnover rate of neurotransmitters.
In turn, these changes can elicit neuroendocrine host
responses capable of affecting immune cells and the
course of inflammatory/autoimmune diseases (for re-
view, see refs. 11-14). Humoral and neural routes have
been proposed as pathways by which cytokines can affect
the CNS (for review, see refs. 11 and 15-17). Still
another way by which immune mediators produced in
the periphery can affect brain functions is by inducing
cytokine production in the brain itself, since even mild
peripheral immune stimulation results in the biologically
significant expression of brain-borne proinflammatory
cytokines (18,19). These findings suggest that effects
such as those observed during acute conditions could
also occur in chronic inflammatory diseases. Thus, the
CNS might play an important role during the asymptom-
atic and symptomatic phases of arthritis.

We hypothesized that the peripheral immune/
inflammatory response during arthritis can affect the
cytokine and monoamine content in the brain in parallel
with blood levels of important stress hormones. To
explore this possibility, we evaluated gene expression of
interleukin-18 (IL-1B), tumor necrosis factor a (TNFa),
and IL-6, the concentrations of catecholamines and
indolamines and their precursors and metabolites in the
hypothalamus, and the levels of corticosterone, adrena-
line, and noradrenaline (NA) in blood during experi-
mental arthritis induced by type II collagen, a model of
arthritis with several features that resemble RA (20).
The density of noradrenergic fibers in the joints during
the development of the disease was evaluated in parallel.
In addition, based on previous observations in mice and
in patients that sympathetic innervation is markedly
decreased in the affected joints, we tested the hypothesis
that experimental depletion of hypothalamic NA during
the symptomatic phase would not influence type II
collagen—induced arthritis because of disruption of the
brain—SNS axis.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Female dark agouti (DA) rats ages 6—8 weeks
and weighing 150-200 gm were purchased from Harlan

Winkelmann (Borchen, Germany). Rats were housed 5 per
cage and were allowed to habituate to the animal laboratory
conditions for 2 weeks before the experiments were started.
Animals were fed standard laboratory chow and water ad
libitum under standard conditions and were maintained under
12-hour cycles of light and dark. Experiments were conducted
according to institutional and governmental regulations for
animal use (Government of the Oberpfalz AZ 621-2531.1-09/
04).

Collagen arthritis model. On day 0, rats received 300
png of bovine type II collagen (CII; Chondrex, Seattle, WA)
emulsified in an equal volume of Freund’s incomplete adjuvant
(IFA; Sigma, Deisenhofen, Germany), which was injected
intradermally at the base of the tail. The following controls
were included simultaneously: one group received CII only,
another received IFA only, and a third group received 0.9%
NaCl only. Each limb was scored separately for signs of
arthritis. One point was assigned for each of the following 3
inflamed regions: digits, middle regions, and ankle joints of the
front and hind paws. One additional point was given for
limping on each extremity. Thus, a maximum arthritis score of
4 points per extremity and 16 points per animal could be
assigned.

Immunohistochemistry and quantification of nerve
fibers. Immediately after killing the rats by decapitation on day
14, 28, 41, or 55, the extremities were harvested and fixed in
4% formalin, washed in phosphate buffered saline (PBS), and
decalcified in RDO Rapid Decalcifier (Apex Engineering
Products, Aurora, IL). The extremities were then washed again
with PBS and incubated for 24 hours in 20% sucrose in PBS.
The tissue was embedded in protective freezing medium
(Tissue-Tek; Sakura, Zoeterwoude, The Netherlands) and
quick-frozen in liquid nitrogen for nerve fiber staining and
standard hematoxylin and eosin (H&E) staining. Frozen sec-
tions were stored at —80°C until used.

Samples were cut into 10-pum-thick sections for H&E
staining and 12-um-thick sections for nerve fiber staining.
Cryosections were immunostained with primary antibodies
against tyrosine hydroxylase (Chemicon, Temecula, CA), the
key enzyme of NA synthesis in sympathetic nerve endings,
according to the protocol described elsewhere (7). The num-
bers of stained nerve fibers with a minimum length of 50 um
(indicated by a small-micrometer eyepiece) were counted in
selected fields at 400X magnification, as recently described (2).
At least 4 rats were examined at each time point. In each rat,
5 rectangular joint regions of the extremities were selected in
such a way that the digits, middle regions, and ankle joints of
the front and hind paws and the respective synovial tissue were
included. Results are expressed per square millimeter of tissue.

Ex vivo evaluation of peripheral cytokines. Groups of
rats were killed by decapitation on day 0, 5, 14, 28, 41, or 55
after injection. The draining lymph nodes in the inguinal
region were dissected, and cell suspensions were prepared in
RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum, 1%
penicillin/streptomycin, 2 uM 2-mercaptoethanol (complete
RPMI; all from Sigma). Cells were counted, and viability was
determined by trypan blue exclusion. Cells (2 X 10°/well) were
incubated in 96-well plates with or without 5 ug/ml of con-
canavalin A (grade IV; Sigma). Three days later, plates were
centrifuged, and the supernatants were collected and analyzed
for IL-6, IL-1B, IL-10, TNFq, and interferon-y (IFNvy) con-
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centrations by Luminex Multiplex Detection technology using
Beadlyte reagents (LincoPlex; Linco Research, St. Charles,
MO).

RNA extraction, reverse transcription (RT), real-time
polymerase chain reaction (PCR), and relative quantification
of PCR products. Total RNA extraction and RT were per-
formed as previously described (21). Real-time PCR was
performed in a volume of 25 ul with the MX 3000P System
(Stratagene, Heidelberg, Germany). PCR reagents and condi-
tions were also as previously described (21). Primer and
fluorogenic probes were designed using the automated primer
analysis software, Primer Express (PE Applied Biosystems,
Foster City, CA) or have been already published. The primers
and probes used were as follows: for IL-1p, those described in
ref. 21; for IL-6, GACAGTGCATCATCGCTGTTCATA (for-
ward primer), AGTCGGAGGCTTAATTACATATGTTC
(reverse primer), and CAGAATTGCCATTGCAC AACTC-
TTTTCTCATTT (probe) (accession no. NM_012589); for
TNFa, those described elsewhere (22); and for the normalizer
rpL32, those described previously (23). The comparative
threshold cycle (C,) method (AAC, method), as previously
described (24), was used to calculate relative gene expression
data, since we determined in preliminary experiments that the
amplification efficiencies of the target genes and the reference
gene (rpL32) are approximately the same. Thus, cytokine
messenger RNA (mRNA) levels were normalized to the rpL.32
in each sample. The value in saline-injected rats was arbitrarily
set at 1.0.

Determination of brain neurotransmitters, blood cat-
echolamines, and corticosterone. Concentrations of catechol-
amine and catecholamine precursor and metabolites were deter-
mined by high-performance liquid chromatography (HPLC) as
previously described (25). Blood plasma samples underwent a
purification step using alumina adsorption prior to HPLC deter-
mination. Peaks were quantified by peak height evaluation using
evaluation software (Chromeleon version 6.01; Dionex, Sunny-
vale, CA). Plasma levels of corticosterone were determined by
radioimmunoassay as previously described (26).

Depletion of noradrenergic neurons in the brain. Rats
were injected with CII suspended in IFA as described above.
Twenty-five days later, central catecholamines were depleted
by stereotactic injection of 100 wg of freshly prepared
6-hydroxydopamine (6-OHDA; Sigma) dissolved in 10 ul of
isoascorbate solution as vehicle (2 mg/ml of isoascorbic acid in
sterile saline solution) into the lateral ventricles (5 wl/
ventricle). Control rats received vehicle alone. The stereotactic
coordinates were +1.5 mm lateral and —4.0 mm ventral to the
bregma.

Statistical analysis. Results are expressed as the
mean * SEM. Data were analyzed using one-way analysis of
variance followed by Fisher’s protected least significant differ-
ence test for multiple comparisons. P values less than 0.05 were
considered significant.

RESULTS

Arthritis scores and levels of inflammation dur-
ing arthritis. The arthritis scores and the ex vivo pro-
duction of IFNvy, TNFa, IL-1B8, and the antiinflamma-
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tory cytokine IL-10 by cells from draining lymph nodes
are shown in Figures 1A and B. Only rats in the group
that received CII plus IFA developed clinical symptoms
of arthritis, which were first detected on day 17 after
immunization (Figure 1A).

Plasma levels of TNFq, IL-18, and IL-10 were
below the detection limit of the assay in all 4 groups of rats
and at all time points studied. Plasma levels of IFNy and
IL-6 that were within the measurable range did not differ
between groups at any time point (data not shown).

The spontaneous ex vivo production of IFNy and
TNFa increased progressively in all rats in the CII plus
IFA group from day 5 after immunization until the end
of the study (day 55 after immunization), whereas IL-13
production was maximally increased before the signs of
disease were manifested and then sharply declined with
the appearance of the first symptoms (Figure 1B). IL-6
concentrations were below the detection limit of the
assay (5 pg/ml) in all 4 experimental groups and at all
time points studied. In vitro IL-10 production was
transiently enhanced on day 5, but the increase was
sustained at a relatively late phase of arthritis (Figure
1B). No changes in the production of any of the cyto-
kines by cells obtained from rats in the 3 control groups
(injected with physiologic saline, CII, or IFA alone)
were detected (data not shown). A strong increase in the
production of IFNy and TNFa was detected when
draining lymph node cells were stimulated in vitro with
concanavalin A (data not shown). However, the concen-
trations reached were similar in all groups at all time
points studied, indicating that the strong mitogenic
stimulation masked the differences in the capacity of
lymphoid cells to produce cytokines spontaneously.

Blood levels of corticosterone, adrenaline, and
noradrenaline during the course of arthritis. An ~3—4-
fold increase in corticosterone blood levels was observed
in rats immunized with CII plus IFA (Figure 1C). This
change was no longer detectable on day 14, and the
levels of the hormone decreased thereafter. In the
interval between 41 days and 55 days, blood levels of
corticosterone were significantly lower in rats that re-
ceived CII plus IFA than in rats that received IFA alone
(mean = SEM 2.38 *+ 0.52 ug/dl of plasma [n = 12]
versus 9.23 = 1.63 ug/dl of plasma [n = 17]; P < 0.0003).
While a small increase in the blood levels of NA was
detected in the CII plus IFA group in the interval
between 5 days and 28 days after immunization, blood
levels of adrenaline were 2-3 times higher than those in
the saline-injected group during the same period (Figure
1C). No significant changes in the levels of cat-
echolamines were observed in the other groups.
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Figure 1. Symptomatic arthritis scores, in vitro cytokine production, and hormone levels in the blood of rats with collagen-induced
arthritis assessed on days 0, 5, 14, 28, 41, and 55 after injection. A, Arthritis symptoms in rats immunized with bovine type II collagen
(CII) emulsified in Freund’s incomplete adjuvant (IFA) and in saline-injected controls. Arthritis symptoms were scored as described
in Materials and Methods (maximum score 16 per rat). For the sake of simplicity, only the results obtained in immunized rats and in
control rats injected with an equivalent volume of NaCl are illustrated. B, Cytokine concentrations in immunized rats and controls.
After arthritis scores were recorded, groups of 7-9 rats per experimental group and time point were killed, and lymphoid cells from
the local lymph nodes were cultured for 72 hours. Concentrations of tumor necrosis factor o (TNFe), interferon-y (IFNYy),
interleukin-13 (IL-1B), and IL-10 in the culture supernatants were determined. C, Plasma hormone levels in immunized rats and
controls. Concentrations of corticosterone, adrenaline, and noradrenaline in plasma obtained from the same rats at the time of killing
were determined. Values are the mean = SEM of 7-9 rats per group per time point. * = P < (.05 versus NaCl controls.

Disappearance of noradrenergic nerve fibers
from affected joints during arthritis. As previously
reported in studies of humans and mice, tyrosine hy-
droxylase, the rate-limiting enzyme for NA synthesis
that is commonly used to trace noradrenergic fibers, was
barely detectable in the inflamed joints of rats in which
type 1II collagen arthritis was induced. Figure 2A shows
representative photomicrographs of an affected joint
and a normal joint. In a detailed quantification analysis,
we observed that the decreasing density of sympathetic
nerve fibers had already begun by day 14 (Figure 2B),
although the difference was not statistically significant.
However, on day 28 and throughout the entire study
until day 55, the density of sympathetic nerve fibers in
the inflamed joints was markedly decreased as compared
with that in control rats (Figure 2B). Thus, a significant
reduction in the density of sympathetic nerve fibers was

observed shortly after the appearance of symptomatic
arthritis (compare Figures 1A and 2B).

Changes in the concentrations of neurotransmit-
ters and their precursors and metabolites in the CNS
during arthritis development. Levels of the monoamin-
ergic neurotransmitters NA, dopamine, and serotonin
(5-hydroxytryptamine [5-HT]), its aromatic amino acid
precursor tryptophan (Trp), and their main metabolites
3-methoxy-4-hydroxyphenylethylene glycol (MHPG),
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), and 5-hydro-
xyindoleacetic acid (5-HIAA), respectively, were deter-
mined in the hypothalamus during the development and
expression of Cll-induced arthritis in rats immunized
with CII plus IFA, as well as in the 3 control groups.

The most remarkable change detected was an
increase in the hypothalamic content of NA in the
experimental group (CII plus IFA) as compared with the
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Figure 2. Decreased sympathetic nerve fibers in the proximity of arthritic joints. Animals were killed on day 14, 28, 41, or 55 after injection of saline
(control) or after immunization with bovine type II collagen emulsified in Freund’s incomplete adjuvant (arthritis), and the joints were removed for
processing. Sympathetic nerve fibers were stained using an antibody against tyrosine hydroxylase, the key enzyme of catecholamine production. A,
Loss of sympathetic nerve fibers in the joint. Shown are nerve fibers in the joint of a control rat (top) and an arthritic rat (bottom), showing areas
without vessels (left) and areas with vessels in close proximity to the joint (right). (Original magnification X 400.) B, Quantification of nerve fiber
density in control and arthritic joints. A total of 18-21 joint regions in at least 4 rats per time point were investigated in arthritic joints, and 46 joint
regions in 10 rats were investigated in control joints. Values are the mean and SEM nerve fiber density per mm?>.
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Figure 3. Concentrations of neurotransmitters, their precursors, and their metabolites in the hypothalamus
during the development of arthritis. Rats were immunized with bovine type II collagen (CII) emulsified in
Freund’s incomplete adjuvant (IFA) or with saline (controls). The hypothalamus from the same rats used
in Figure 1 was dissected at the time of killing, divided into 2 parts, and immediately frozen. The right part
of the hypothalamus was used for determinations of the neurotransmitters noradrenaline (NA), serotonin
(5-hydroxytryptamine [5-HT]), the serotonin precursor tryptophan (Trp), and its main metabolite
5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), as well as the ratios of 5-HIAA to 5-HT and 5-HT to tryptophan.
Values are the mean = SEM of 7-9 rats per group per time point. * = P < 0.05 versus NaCl controls.



DISRUPTED BRAIN-IMMUNE SYSTEM-JOINT COMMUNICATION DURING ARTHRITIS

3095

=« » NaCl
== Cll +IFA
A
207 % 7 2,0 7 2,0
o) ,
c ™ [
S 167 S 161 " 2 161
6 g P
k=4 < o
8 127 : 1,2 1 _-g 1,2
2 2 2
= 087 © 087 £ 081
| z
= -
0,4 T T T T T 0,4 T T T T T 0,4 T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Time (days) Time (days) Time (days)
B
NaCl Cll +IFA
115 115
o s oo °
_ 105 00 105 o ”86,
] ° o ) 0% o
g 095 o 095 o g ©°
- <] o o
085] o %ogog 085 0% °,°
075 o v 0754— 075 .075
1400 1800 2200 2600 3000 1400 1800 2200 2600 3000 1400 1800 2200 2600 3000 1400 1800 2200 2600 3000
NA (ng/g) NA (ng/g) NA (ng/g) NA (ng/g)

Figure 4. Cytokine gene expression in the hypothalamus during the development of arthritis. Rats were immunized with bovine type
II collagen (CII) emulsified in Freund’s incomplete adjuvant (IFA) or with saline (controls). A, Expression of interleukin-18 (IL-18),
IL-6, and tumor necrosis factor @ (TNFa) in the hypothalamus. The hypothalamus from the same rats used in Figure 1 was dissected
at the time of killing, divided into 2 parts, and immediately frozen. The left part of the hypothalamus was used to evaluate IL-18, IL-6,
and TNFa gene expression. Values are the mean = SEM of 7-9 rats per group per time point. * = P < (.05 versus NaCl controls. B,
Noradrenaline (NA) concentrations in the right hypothalamus and IL-183 gene expression in the left hypothalamus in individual rats in
the 4 experimental groups: physiologic saline (NaCl; n = 43), CII (n = 40), IFA (n = 41), and CII plus IFA (n = 40). Expression of
the IL-1B gene is presented as the inverse of the minimal number of cycles needed to detect it; higher values indicate higher expression.
The corresponding R? and P values were as follows: R? = 0.338, P < 0.0001 for the NaCl controls; R* = 0.116, P < 0.03 for the CII
controls; R? = 0.217, P < 0.002 for the IFA controls; and R? = 0.026, P = 0.317 for the CII plus IFA arthritic rats, as determined by

regression analysis using StatView software (version 5.0).

control groups (Figure 3). This effect occurred coinci-
dent with the overt expression of arthritis. Increased
5-HT content, which was paralleled by a decrease in the
levels of its metabolite 5-HIAA, was noticed on day 55
after immunization (Figure 3). Such changes resulted in
a reduced ratio of 5-HIAA to 5-HT. A comparable
effect was observed on day 28 after immunization. No
changes in these parameters were observed in rats
injected with IFA or CII alone, as compared with rats
that received only physiologic saline. A significant de-
crease in Trp concentrations was detected in the CII plus
IFA-immunized rats on day 28 only, and the ratio of
5-HT to Trp was significantly increased on day 55
(Figure 3). No statistically significant changes were
detected in the level of MHPG, the ratio of MHPG to

NA, the level of dopamine, the level of DOPAC, and the
ratio of DOPAC to dopamine (data not shown).
Cytokine gene expression in the hypothalamus
during the development of arthritis. Quantification of
cytokine transcripts in the hypothalamus at different
stages of arthritis development showed that IL-18 gene
expression was significantly increased on days 5 and 14
after immunization only in rats immunized with CII plus
IFA (Figure 4A). This increase was no longer noted
after the clinical onset of arthritis. Increased IL-6 gene
expression also occurred in rats in the CII plus IFA
group only, but the effect was observed until day 28 after
immunization. Also in this case, IL-6 mRNA levels
returned to the range of those in the control rats at later
stages of the disease (days 41 and 55 after immunization)
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Figure 5. No effect of brain noradrenaline (NA) neuron depletion on disease severity
when arthritis symptoms are clearly manifested. Groups of rats were immunized with
bovine type II collagen emulsified in Freund’s incomplete adjuvant. Twenty-five days
later, when all rats showed symptoms of arthritis, 6-hydroxydopamine (6-OHDA; n = 10)
or isoascorbic acid vehicle alone (n = 9) was injected intracerebroventricularly. Arthritis
severity was recorded daily until day 55, when rats were killed, and the spleen and
hypothalamus were collected. Symptoms of arthritis were evaluated as described in
Materials and Methods (maximum score 16 per rat). A, NA concentrations in the
hypothalamus and spleen. * = P < 0.0001 versus vehicle. B, Symptomatic arthritis scores.

Values are the mean = SEM.

(Figure 4A). No significant changes in TNFa gene
expression were detected at any of the time points
studied (Figure 4A).

In Figure 4A, the changes in cytokine gene
expression are expressed as the fold change from the
values obtained in the hypothalamus of rats injected with
physiologic saline. The inverse of the minimal numbers
of cycles needed to detect the expression of a given gene
(after removal of background noise and normalization to
the housekeeping gene) was used to explore possible
correlations between cytokine gene expression and NA
content in the hypothalamus. A significant correlation
between IL-18 gene expression and NA content in the
hypothalamus was established in the groups of rats that
received NaCl, CII, or IFA alone. Interestingly, no such
correlation was observed in rats immunized with CII
plus IFA (Figure 4B).

Depletion of brain NA neurons during arthritis.
Considering the increase in hypothalamic NA content
observed in rats during the expression of arthritis, we
performed studies to detect possible effects of the
depletion of noradrenergic neurons when the disease
was manifested. Groups of rats were immunized with
CII in IFA and received 6-OHDA or vehicle alone,
injected intracerebroventricularly 25 days after immuni-
zation, when symptoms of arthritis were observed in all
rats. The NA content in the hypothalamus, which was
determined at the end of the experiments (day 55), was

depleted by 71% in rats that received 6-OHDA as
compared with those that received vehicle alone (Figure
5A). This treatment did not affect the splenic NA
concentration (Figure 5A). The same amount of
6-OHDA injected intraperitoneally did not result in a
decrease in NA levels in the hypothalamus or in the
spleen (data not shown). Despite the effective depletion
of NA in the hypothalamus, the clinical arthritis scores
in the 6-OHDA-injected rats during the following 30
days of observation did not differ from the scores in rats
that received vehicle alone (Figure 5B).

DISCUSSION

We observed relatively low glucocorticoid levels
and hyperactivity of the SNS in the experimental model
of ClII-induced arthritis in rats, similar to the chronic
phase of arthritis in RA patients (8). The changes in
hypothalamic cytokine expression and NA concentration
detected in parallel indicate that brain-integrated neu-
roendocrine responses are disorganized during the
inflammatory/immune response that causes arthritis,
even before symptoms of the disease are detected. The
results that support this proposal are as follows.

Blood levels of corticosterone were found to be
elevated 5 days after rats were immunized with CII
emulsified in IFA, a result that, in our view, is not the
consequence of a “classic” acute stress reaction, but
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rather, is an endocrine change triggered by the immune
response to collagen, as observed following inoculation
of other antigens (11,12). However, this increase was not
sustained and was followed by a progressive decrease in
corticosterone blood levels at a time when high levels of
cytokines that can stimulate the HPA axis, such as TNF«
and IFNvy, are produced during this disease. These
results suggest that communication between the HPA
axis and the immune system is disturbed.

Our findings contrast with those of other investi-
gators who reported a strong stimulation of the HPA
axis in the adjuvant-induced arthritis model (3,27). Dif-
ferences in the procedure for inducing arthritis and in
the strain of rats used may account for this discrepancy.
Whereas Harbuz et al used Freund’s complete adjuvant
to induce the disease, we used type II collagen emulsi-
fied in IFA, and we have observed that these adjuvants
induce a different pattern of corticosterone response
(28). Furthermore, Harbuz et al (27) used the adjuvant-
induced arthritis model in PVG rats, which are “resis-
tant” to the induction of several autoimmune diseases,
whereas we used DA rats, which are among the strains
that are “sensitive” to induction of type II collagen
arthritis. A difference in the functioning of the HPA axis
is considered to be one of the factors that confer such a
distinct sensitivity (29).

The reduced glucocorticoid levels during the
chronic phase of ClI-induced arthritis correspond well
to the decreased activity of the HPA axis that has been
reported in patients with rheumatic diseases (30,31).
Thus, ClII-induced arthritis in DA rats appears to be a
suitable model with which to analyze the mechanisms
that interfere with the activation of the HPA axis during
arthritis, a defect that is not observed during other
experimentally induced inflammatory/autoimmune dis-
eases, such as experimental autoimmune encephalomy-
elitis (28,32,33). Furthermore, it has been shown that the
density of noradrenergic nerve fibers is reduced in the
inflamed joints of RA patients (34) and in mice with
ClI-induced arthritis (2), and this finding was confirmed
in our studies of the rat model. Sympathetic denervation
could be related to local activation of immune cells,
since we have reported a similar reduction in the density
of noradrenergic fibers in lymphoid organs of mice in
which an autoimmune/lymphoproliferative disease de-
velops spontaneously (35).

The HPA axis and the SNS are normally acti-
vated in parallel, as reflected by increased circulating
concentrations of glucocorticoids and adrenaline. How-
ever, in rats immunized with CII plus IFA, the elevation
of blood levels of adrenaline during the development of

the disease was by far more prolonged than was activa-
tion of the HPA axis. These results suggest that the
stress axes are uncoupled in this experimental model of
arthritis, as it is in patients with RA (36,37).

The activation of the cytokine-HPA axis circuit is
of clinical relevance, since interference with this feed-
back aggravates experimental and human inflammatory/
autoimmune diseases (38,39). Our data indicate that one
mediator that might interfere with this circuit in rats with
arthritis could be IL-10. The increase in IL-10 produc-
tion was sustained at relatively late stages of the disease
and coincided with enhanced production of TNFa and
IFNvy. However, the production of IL-1B3, the most
potent cytokine in terms of its capacity to stimulate
glucocorticoid output, was not increased during the
overt phase of arthritis. Since it has been shown that
IL-1B production in inflamed joints is inhibited by IL-10
(40), it is reasonable to propose that the lack of activa-
tion of the HPA axis is due, at least in part, to the
capacity of IL-10 to inhibit IL-13 synthesis.

Administration of lipopolysaccharide induces the
expression of IL-18 and other proinflammatory cyto-
kines in the hypothalamus and other brain regions
(18,19). Moreover, IL-1B has the property to induce the
expression of its own gene, and the production of this
cytokine in the hypothalamus is relevant, for example,
for the stimulation of the HPA axis (41) and the
adjustment of glucose homeostasis during acute peri-
pheral stimulation of immune cells (42). Furthermore,
brain-borne cytokines are also produced during some
types of stress (43), and we have recently reported that
IL-1p is expressed along the nociceptive brain pathway
in a model of chronic pain (21). However, the possibility
that proinflammatory cytokines are induced in the brain
during the development of “peripheral” chronic diseases
has not previously been explored.

Here we show that the proinflammatory cyto-
kines IL-18 and IL-6 are overexpressed in the hypothal-
amus during the induction phase of ClI-induced arthri-
tis. No changes in the expression of these cytokines were
noted at later phases of the disease. These data are the
first demonstration that overexpression of proinflam-
matory cytokines in the brain induced from the periph-
ery is detected not only during activation of innate
immunity, but also several days following antigenic
challenge, when the adaptive specific immune response
is manifested. Two main questions remain: first, why
does increased IL-183 expression in the hypothalamus
not result in sustained stimulation of the HPA axis
during the induction phase of the disease, and second,
why is expression of proinflammatory cytokines in the
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brain not increased during the symptomatic phase, when
there is maximal production of immune products in the
periphery and no activation of the HPA axis, since both
conditions should have favored their expression (44).

Alterations in monoamine concentrations in the
hypothalamus were detected during the symptomatic
phase. A late increase in serotonin metabolism in the
hypothalamus was observed in rats with arthritis, but the
most remarkable change in this brain area was a sus-
tained increase in NA concentrations during overt ex-
pression of the disease. It has been shown that changes
of this magnitude result in activation of the HPA axis
(45). However, no increase in blood levels of corticoste-
rone was detected in rats at the time when the hypotha-
lamic NA concentration was increased. These results
suggest that, aside from the disturbance in the coupling
of the stress axes mentioned above, there are also
alterations in the interactions between the central nor-
adrenergic neuron activity and the HPA axis.

The positive correlation between IL-183 gene
expression and NA content in the hypothalamus of rats
that were used as controls, namely, those that received
NaCl, CII, or IFA alone, suggests a causal link between
these parameters. This possibility is supported by early
evidence showing that IL-1 can stimulate noradrener-
gic activity in the hypothalamus (25,46). The disappear-
ance of this correlation following immunization with CII
plus IFA can be interpreted as evidence that other
interactions at central levels, namely, those between
neuroendocrine mechanisms and cytokines, are also
disrupted during collagen-induced arthritis.

Harbuz et al (27) reported that when 6-OHDA
was given centrally before the induction of adjuvant-
induced arthritis, inflammation was exacerbated. How-
ever, depletion of central NA when the disease was
already manifested and the hypothalamic NA concen-
tration was clearly increased (i.e., 25 days after immuni-
zation with collagen) did not affect the disease score. This
observation might be explained if one considers that sym-
pathetic innervation in the joints is gradually lost as the
disease progresses. Indeed, we have previously demon-
strated that peripheral ablation of sympathetic fibers abro-
gates the inhibitory effect that the depletion of brain
noradrenergic neurons has on the immune system (47).

In summary, we found that activation of the HPA
axis and the SNS is uncoupled during CII-induced
arthritis, that noradrenergic innervation in the affected
joints markedly decreases during the development of the
disease, impeding the transmission of immunoregulatory
sympathetic signals, and that neither increased hypotha-
lamic cytokine expression during the induction phase

DEL REY ET AL

nor increased hypothalamic NA concentrations during the
symptomatic phase results in the expected changes in the
activity of the HPA axis. Taken together, these results
support the proposal that brain-immune system—joint
communication between cytokines conveying afferent sig-
nals to the CNS, brain-borne cytokines and neurotransmit-
ters, and 2 main efferent neuroendocrine antiinflammatory
pathways becomes progressively disrupted during CII-
induced arthritis. Whether such disruption also exists in
patients with RA remains to be determined.
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