AUS DEM LEHRSTUHL FUR INNERE MEDIZIN |
DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

AUFTRETEN KATECHOLAMINPRODUZIERENDER ZELLEN BEI
EXPERIMENTELLER ARTHRITIS UND IHRE ZERSTORUNG
DURCH SYMPATHEKTOMIE

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Humanmedizin

der

Medizinischen Fakultat

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Magdalena Gelder

2013






AUS DEM LEHRSTUHL FUR INNERE MEDIZIN |
DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

AUFTRETEN KATECHOLAMINPRODUZIERENDER ZELLEN BEI
EXPERIMENTELLER ARTHRITIS UND IHRE ZERSTORUNG
DURCH SYMPATHEKTOMIE

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Humanmedizin

der

Medizinischen Fakultat

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Magdalena Gelder

2013



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Rainer H. Straub

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Joachim Grifka

Tag der mundlichen Prufung: 15.09.2014



Inhaltsverzeichnis

1.1
1.1.1
1.1.2
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
124
1.3
1.4

2.1
2.2
2.2.1
222
2.3
24

3.1
3.2

10

Einleitung ...ccoeeeiiieee e —————————————— 1
Rheumatoide Arthritis..........coooiiii i 1
Epidemiologie und KHNIK ... e 1
Atiologie UNd PathOGENESE ...........cceiueiueeeeeeeeeeeeeeee e 2
Sympathisches Nervensystem ... 4
AlIGEIMEINES ... et e e e e e e e ee b e e e e 4
Stoffwechsel der Katecholaming ...............uueiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 5
Verbindung zum IMmMUNSYSIEM ..o 7
Verlust von sympathischen Nervenfasern............oooooiiiiiiiiiiiiiis 8
Katecholaminproduzierende Immunzellen ..., 9
Ziel der ArDEIL .. ..o e 10
Material und Methoden ...........oo e 11
Mause und Arthritisinduktion ... 11
Chemische Sympathektomie......... ... 11
Sympathektomie zu einem frilhen Zeitpunkt...............ccooiiiii 12
Sympathektomie zu einem spaten Zeitpunkt ..........ccooiiiiiiii 12
Gewebeaufbereitung und Immunhistochemie..........cccccccv 13
Statistische Analyse und Darstellung derDaten ..........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiniine, 16
ErgebnisSse ... 17
Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen in der Friihphase der Arthritis ......... 17
Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen in der Spatphase der Arthritis ......... 20
DiSKUSSION ... s 26
ZusammeNnfasSSUNG.......ccccummmiiriiii s ———— 32
Literaturverzeichnis ... 34
Danksagung ... 45
Lebenslauf.............. e 46
Eidesstattliche Erklarung ........ccccccmmmmmiemiiieiiiic e 47

Publikation ... 48



Abkurzungsverzeichnis

TNF
Tregs
VMAT

6-Hydroxydopamin

bovines Serumalbumin

zyklisches Adenosinmonophosphat
chronisch entzindliche Darmerkrankungen
Kollagen Typ llI-induzierte Arthritis
Catechol-O-Methyltransferase
Diaminobenzidin
4'.6-Diamidin-2-phenylindol
Dopamintransporter
Dopamin-p-Hydroxylase
Desoxyribonukleinsaure
Dihydroxyphenylalanin

humane Leukozytenantigene
horseradish peroxidase
Immunglobulin G

Interleukin

Monoaminooxidase

major histocompatibility complex
Noradrenalintransporter

phosphate buffered saline
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase
rheumatoide Arthritis

transforming growth factor
Tyrosinhydroxylase
Tumornekrosefaktor

regulatorische T-Zellen

vesikularer Monoamintransporter



1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Epidemiologie und Klinik

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entziindliche Systemerkrankung
multifaktorieller Genese, die hauptsachlich die Gelenke betrifft, wo sie durch Sy-
novialitis zu Arthritis fuhrt. Mit einer Pravalenz von einem Prozent weltweit ist sie
die haufigste entzindliche rheumatische Erkrankung, wobei Frauen dreimal haufi-
ger betroffen sind als Manner [1]. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 50.
und dem 75. Lebensjahr [2]. Patienten die von RA betroffen sind, weisen eine
verkurzte Lebenserwartung auf und werden meist innerhalb weniger Jahre er-

werbsunfahig [3].

Das typische klinische Bild der RA mit schubformigem Verlauf, Morgensteifigkeit,
Befall vor allem der Hand- sowie Fingergrund- und -mittelgelenke, Gelenkschmer-
zen auch in Ruhe und Funktionseinschrankung ist Ergebnis struktureller und ent-
zundlicher Prozesse. Zur Diagnosesicherung dienen, abgesehen von der Kiinik,
typische rontgenologische Veranderungen wie gelenknahe Osteoporose, Kno-
chen- und Knorpeldestruktion und spater auch Gelenkfehlstellungen bis zur kom-
pletten Gelenkdestruktion. Auch der Nachweis von Rheumafaktoren - Autoantikor-
per gegen den Fc-Teil von IgG - kann wegweisend sein [4]. Rheumafaktoren sind
allerdings unspezifisch und treten auch bei anderen Erkrankungen des rheumati-
schen Formenkreises auf. Spezifischer ist der Nachweis von Antikdrpern gegen

zyklische citrullinierte Peptide [4, 5]. Eine kausale Behandlung der RA ist bisher



nicht moglich, ebenso wenig eine Heilung. Entscheidend fur die Prognose der RA

sind frihzeitige Diagnose und Therapiebeginn [5].

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der RA ist weitgehend unbekannt und Gegenstand der aktuellen me-
dizinischen Forschung [6]. Sowohl aul3ere Einflusse als auch genetische Pradis-
position sind bei der Entstehung der RA von Bedeutung. Es scheint so, dass es
nicht den einen Ausloser fur RA gibt, vielmehr fand man bereits eine Liste von
Faktoren, die mit der Pathogenese der RA in Zusammenhang zu stehen scheinen.
Dazu zahlen zum Beispiel Rauchen [7], oder Infektionen, etwa mit dem Epstein-
Barr-Virus [8]. Genetisch spielen Allele in der MHC-Region eine wichtige Rolle,
insbesondere HLA-DRB1. HLA-DRB1 kodiert eine definierte Aminosauresequenz
auf der DR-p-Kette des HLA-Klasse-II-Molekuls, das so genannte ,shared epitope”
[9]. Das PTNP22-Gen [10] und weitere Gene [11] konnten ebenfalls mit RA asso-

ziiert werden.

Schon einige Zeit vor Ausbruch der Erkrankung kommt es zum Auftreten von Au-
toimmunitat. Autoantikdrper gegen zyklische citrullinierte Peptide und Rheumafak-
toren konnen bereits Jahre vor Beginn der Gelenkentzindung nachgewiesen wer-

den [12].

Die fur die RA charakteristische Zerstorung der Gelenke beginnt mit der Prolifera-
tion der Gelenkschleimhaut (Synovialis). AuRerdem kommt es zur Aktivierung von
Zellen, Gelenkentzindung und Invasion der Synovialis in umliegenden Knorpel
und Knochen [13-15]. Die Synovialis ist Teil der Gelenkkapsel und besteht beim

Gesunden aus einer dunnen Deckzellschicht mit zwei Zelltypen, den makropha-



genartigen Typ A-Synovialozyten und den fibroblastenartigen Typ B-
Synovialozyten, aullerdem einer darunterliegenden interstitiellen Zone [16]. Bei
der RA wird die Synovialis durch fehlgesteuerte Immunzellen, darunter dendriti-
sche Zellen und T- und B-Lymphozyten, infiltriert. Makrophagen, deren Anzahl
positiv mit der Gelenkzerstorung korreliert [17], wandern in die synoviale Deckzell-
schicht ein. Es kommt zur Proliferation von synovialen Fibroblasten [18], deren
Apoptoserate vermindert ist [19, 20]. Synoviale Fibroblasten zahlen zu den wich-
tigsten Akteuren in der Gelenkzerstorung [21]. Sie sind in der Lage unabhangig
vom Immunsystem zu agieren [22], auRerdem scheinen sie fur die Ausbreitung
der RA in andere Gelenke mitverantwortlich zu sein [23]. Die Synovialis verwan-
delt sich bei der RA somit in entziindliches hypertrophes Gewebe (Pannus),

wachst in den Gelenkspalt, Knorpel und Knochen und fuhrt zur Gelenkzerstérung.

Fir die Aktivierung und den Erhalt des Entzindungsgeschehens in der Synovialis
werden Zytokine verantwortlich gemacht. Zytokine sind kleine Signalmolekule, die
immunmodulatorisch wirken und fur die interzellulare Kommunikation verantwort-
lich sind. Man unterscheidet entzindungsfordernde und entzindungshemmende
Zytokine. Gerade die proentzindlichen Interleukine (IL) 1 und 6 sowie der Tumor-
nekrosefaktor (TNF), sind bei der RA besonders stark vertreten [24, 25]. Antikor-
per gegen diese Zytokine werden bereits erfolgreich in der Arthritistherapie einge-

setzt [26-28].

Um die Pathogenese der RA besser zu verstehen, und um neue Therapieansatze
zu finden, werden fur Studien haufig Tiermodelle herangezogen. Ein bewahrtes
Modell, auf Grund der ahnlichen Pathogenese und Pathologie zur RA, ist die Kol-
lagen Typ ll-induzierte Arthritis (Collagen-induced arthritis, CIA) bei DBA/1-

Mausen [29]. Diese Mause entwickeln nach der Gabe von bovinem Kollagen Typ



Il recht zuverlassig eine akute Polyarthritis [30, 31]. Typisch fur die CIA ist, genau
wie bei der RA, eine Synovialitis mit Infiltration von Immunzellen, Pannusbildung
und Zerstorung des Knorpels [31]. AuRerdem werden sowohl bei der RA als auch
der CIA Autoantikorper gegen Kollagen Typ Il und Rheumafaktoren gebildet [29].
Weiterhin finden sich bei beiden Erkrankungen entzindungsfordernde Zytokine,

zum Beispiel TNF, in den arthritischen Gelenken [31].

Einen weiteren wichtigen Aspekt in der Pathogenese der RA bilden neuroendokri-
nologische Veranderungen. Zwei immunregulatorische Systeme, die Hypotha-
lamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, sowie die Achse zwischen Hypothalamus
und dem autonomen Nervensystem, sollten eigentlich Uberschiellende Immunre-
aktionen verhindern und fur eine Entzundungsreduktion sorgen [32-34]. Bei der
RA scheinen diese beiden Systeme jedoch gestort zu sein. Die Folge ist unter an-
derem eine inadaquat niedrige Ausschuttung antiinflammatorischer Hormone und

sympathischer Neurotransmitter [35-37].

1.2 Sympathisches Nervensystem

1.2.1 Allgemeines

Das sympathische Nervensystem ist Teil des autonomen Nervensystems und
dient der Anpassung an Stresssituationen. Durch seine Aktivierung wird der Kor-
per auf Leistung vorbereitet, er wird bereit zu kdmpfen oder zu flichten [38]. Die
praganglionaren Neurone des Sympathikus befinden sich thorakolumbal und wer-
den von zentralen Kernen des Hirnstammes und Hypothalamus gesteuert. |hre
Umschaltung erfolgt meist in paravertebralen Ganglien, wo ihnen Acetylcholin als

Neurotransmitter dient [38, 39]. Die postganglionaren sympathischen Neurone



laufen dann zu ihren Zielorganen [38]. Auch primare und sekundare Lymphorgane
werden sympathisch innerviert [40, 41]. In fast allen Fallen dient Noradrenalin als
sympathischer Neurotransmitter, nur die chromaffinen Zellen des Nebennieren-
marks setzen hauptsachlich Adrenalin frei. Diese chromaffinen Zellen dienen als
zweites sympathisches Neuron und werden von praganglionaren sympathisch-
cholinergen Nervenfasern innerviert [38, 40]. Adrenalin, Noradrenalin und auch
Dopamin nennt man Katecholamine. Dopaminerge Neurone findet man vorwie-

gend im Mittelhirn.

1.2.2 Stoffwechsel der Katecholamine

Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin werden in mehreren Schritten aus der Ami-
nosaure Tyrosin synthetisiert. Die Tyrosin-Hydroxylase (TH) ist dabei das Schritt-
macherenzym [38, 42]. TH findet man in allen katecholaminproduzierenden Zellen,
sie wandelt Tyrosin in L-DOPA um. L-DOPA wird mit Hilfe der DOPA-
Decarboxylase zu Dopamin, welches dann innerhalb von katecholaminspeichern-
den Vesikeln durch die Dopamin-g-Hydroxylase in Noradrenalin umgewandelt
werden kann [39, 42]. Der Transport von Dopamin in die Vesikel erfolgt durch den
vesikularen Monoamintransporter (VMAT)-2, welcher durch Reserpin blockiert
werden kann [38, 42, 43]. Manche Zellen, zum Beispiel die chromaffinen Zellen im
Nebennierenmark, wandeln Noradrenalin im Zytoplasma in Adrenalin um. Das
Enzym fur diesen Schritt ist die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase [42]. Der
Transport von Adrenalin erfolgt hauptsachlich durch den VMAT-1 [44, 45]. Mittels
Exozytose der Vesikel gelangen die Katecholamine in den synaptischen Spalt, wo
sie an ihren jeweiligen Rezeptoren wirken konnen. Transporter, wie der Noradre-

nalintransporter und der Dopamintransporter, transportieren Katecholamine aus



der Synapse zurlick ins Zytosol. Solche Transporter koénnen auch 6-
Hydroxydopamin (6-OHDA) — eine gangige Substanz flir Sympathektomie — in die
Zelle befordern, wo es dann Uber unterschiedliche Mechanismen neurotoxisch
wirkt [42]. Die Monoaminooxidase, ein Enzym der Mitochondrien und die Cate-
chol-O-Methyltransferase, die sich sowohl im Zytoplasma als auch auf der Zell-
oberflache befindet, sind schliel3lich fur die Inaktivierung der Katecholamine ver-
antwortlich (Abb. 1). Man findet diese beiden Enzyme in Zellen des gesamten

Korpers, auch in den Nervenendigungen [42].

M 6-OHDA

T DOPA-
yrosin ———= L-DOPA “2vEs Dopamin
Tyrosinase

RESERPIN

Dopamin Synaptisches Vesikel
DBH!

Noradrenalin Adrenalin

- PNMT -
Noradrenalin = Adrenalin

Abb. 1: Stoffwechsel der Katecholamine. Die Tyrosinhydroxylase (TH) ist das geschwindig-
keitsbestimmende Enzym der Katecholaminsynthese. DOPA: Dihydroxyphenylalanin VMAT:
vesikuldarer Monoamintransporter, DBH: Dopamin-g-Hydroxlase, PNMT: Phenylethanolamin-
N-Methyltransferase, DAT: Dopamintransporter, NAT: Noradrenalintransporter, MAO: Mono-

aminooxidase, COMT: Catechol-O-Methyltransferase, 6-OHDA: 6-Hydroxydopamin



1.2.3 Verbindung zum Immunsystem

Dass das vegetative Nervensystem eine wichtige Rolle in Abwehrreaktionen spielt,
ist schon lange bekannt. So beschrieben zum Beispiel Selye und Kollegen 1949,
dass autonome Nerven, gesteuert von vegetativen Zentren im Hirnstamm, ihre
Impulse zu den jeweiligen Zielorganen beférdern, um diese fur die Abwehr bereit
zu machen [46]. In den darauffolgenden Jahrzehnten gab es viele weitere Stu-
dien, die das immunmodulatorische Verhalten des sympathischen Nervensystems
untersuchten. Es wurde hauptsachlich die entzindungsfordernde Wirkung des
Sympathikus, etwa auf chronische Erkrankungen wie die RA, beschrieben [47].
Mittlerweile weil3 man, dass der Sympathikus sowohl eine entzindungsfordernde,
als auch eine entzundungshemmende Wirkung haben kann [48, 49]. In Experi-
menten mit Arthritis an Tiermodellen konnte man durch Sympathektomie oder Blo-
ckade von Adrenozeptoren eine Milderung der Arthritis bewirken [48-51]. Das
spricht fur einen entzindungsfordernden Effekt des sympathischen Nervensys-
tems. Allerdings kam es zu diesem Effekt hauptsachlich, wenn die Blockierung
des Sympathikus vor Arthritisinduktion oder in der nicht-symptomatischen Phase
der Arthritis durchgefuhrt wurde. Sympathektomie in der chronischen Phase der
Arthritis fuhrte jedoch zu einer Verschlimmerung der Krankheit. Dies zeigte zum
Beispiel die Studie von Harle und Kollegen 2005. In dieser wurde Sympathektomie
mit 6-OHDA an DBA/1J-Mausen durchgefiihrt, was in der Spatphase zu signifikant
erhohten Arthritis Scores fuhrte [49]. Auch bei einer Studie zu chronisch entzundli-
chen Darmerkrankungen (CED) fihrte Sympathektomie zur Verschlimmerung der
chronischen Kolitis [52]. Dies lasst eine entzuindungshemmende Wirkung des
sympathischen Nervensystems in der chronischen Phase von Autoimmunerkran-

kungen vermuten.



Da Immunzellen Rezeptoren fur Neurotransmitter, zu denen auch Katecholamine
zahlen, exprimieren [53-55], kann das sympathische Nervensystem an dieser Stel-
le Einfluss auf das Immunsystem nehmen. Dies geschieht zum Beispiel durch
Steuerung der Zytokinproduktion [56]. Katecholamine wirken an unterschiedlichen
Rezeptoren und Rezeptorsubtypen. Noradrenalin, der wichtigste sympathische
Neurotransmitter, bindet, abhangig von der Konzentration, an a- oder -adrenerge
Rezeptoren. Bei niedrigen Konzentrationen bindet es bevorzugt an a-adrenerge
Rezeptoren, an -adrenerge Rezeptoren bindet es erst ab einer Konzentration von
107M [36]. Da die Aktivierung der p-adrenergen Rezeptoren zu einer Erhéhung
des intrazellularen zyklischen Adenosinmonophosphats (CAMP) und dies wiede-
rum zu einer verminderten Ausschuttung entzindungsfordernder Mediatoren wie
dem TNF oder IL 12 fUhrt, besitzen sie eine entzindungshemmende Wirkung [38,
57, 58]. Aktivierung der a2-adrenergen Rezeptoren hingegen fuhrt zu einer ver-
minderten cAMP-Konzentration, was unter anderem das Ausschitten des proin-
flammatorischen TNF bewirkt [38, 59]. Auch a1-adrenerge Rezeptoren kdnnen
durch Stimulierung der IL 6-Produktion proinflammatorische Effekte haben [60].
Das bedeutet, dass Noradrenalin in hohen Konzentrationen tendenziell antient-
zundlich wirkt, ansonsten durch Aktivierung von oa-adrenergen Rezeptoren Ent-
zundungen eher fordert. Das sympathische Nervensystem kann demnach in Ab-
hangigkeit von Zeitpunkt, Rezeptoren und Katecholaminkonzentration entweder

pro- oder antiinflammtorisch wirken.

1.2.4 Verlust von sympathischen Nervenfasern

Bei vielen chronisch-entzindlichen Erkrankungen gehen sympathische Nervenfa-

sern in entzundeten Regionen verloren. Dies konnte in Studien zu CED [52], dem



Charcot-Ful® [61], der RA [36, 62] und auch am experimentellen Arthritismodell
[49] gezeigt werden. Bei der RA scheinen, parallel zum Verlust sympathischer
Nervenfasern, vermehrt sensible Nervenfasern aufzutreten [36, 62]. Obwohl in der
chronischen Phase der Arthritis sympathische Nervenfaser bereits grofdtenteils
verschwunden sind (a-adrenerge proinflammatorische Effekte), bewirkte eine
Sympathektomie in der Spatphase der Arthritis in einer Studie von Harle und Kol-
legen eine starke Verschlimmerung der Gelenkentzindung arthritischer Mause
[49]. Es stellt sich die Frage, warum eine Zerstorung des Sympathikus, in einer
Phase in der sich fast keine sympathischen Nervenfasern in der Gelenkregion

mehr befinden, eine solche Wirkung haben konnte.

1.3 Katecholaminproduzierende Immunzellen

Schon seit einiger Zeit kennt man Zellen des Immunsystems, zum Beispiel Lym-
phozyten oder neutrophile Granulozyten, die Katecholamine aufnehmen oder pro-
duzieren konnen [63, 64] . Diese katecholaminproduizierenden Zellen fand man
auch bei chronisch entzundlichen Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose [65]
oder in der Synovialis von Patienten mit RA [36, 43, 66]. Auch in einem Arthritis-
modell an Mausen waren diese Zellen prasent [43]. Die genaue Bedeutung dieser
Zellen ist noch nicht bekannt, aber es scheint so, als konnten sie einen entzun-
dungshemmenden Effekt entfalten. Die Gabe von Reserpin, welches durch Blo-
ckade von VMAT-2 eine Erhohung der Katecholaminkonzentration im Zytosol zur
Folge hat, fuhrte in einer Studie zu einer verminderten TNF-Produktion und einer

verminderten Schwellung der Pfoten von arthritischen Mausen [43].



Eine mogliche Begrindung fur die Verschlimmerung der Gelenkentziindung durch
Sympathektomie in der Spatphase der Arthritis konnte mit dem Auftreten und der

Zerstorung solcher katecholaminproduzierenden Zellen zusammen hangen.

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu uberprufen, ob Sympathektomie mit 6-
OHDA einen Einfluss auf die Anzahl katecholaminproduzierender Zellen hat. Daftr
wurde, wie in der Studie von Harle und Kollegen 2005 beschrieben, bei DBA/1J-
Mausen CIA induziert und Sympathektomie mit 6-OHDA entweder zu einem fri-
hen oder zu einem spaten Zeitpunkt durchgeflhrt. Die Arthritisinduktion und Or-
ganentnahmen der Mause ohne Sympathektomie erfolgten groRtenteils durch Fr.
Dr. Kristina Weber, die Sympathektomie wurde durch Fr. Dr. Silvia Capellino
durchgefuhrt. Anschlielend wurden mittels immunhistochemischer Farbungen
Tyrosinhydroxylase-positive (TH+) katecholaminproduzierende Zellen in lymphati-
schen Organen und Gelenken dieser Mause dargestellt und ihre Dichte mit der in
arthritischen Mausen ohne Sympathektomie verglichen. Die Vergleiche wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der Fruh- und Spatphase der Arthritis vorge-

nommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Mause und Arthritisinduktion

Es wurden 64 mannliche DBA/1J-Mause benutzt, die im Alter von 5-8 Wochen bei
Janvier (Janvier, Le Genest-St-Isle, Frankreich) gekauft wurden. Die Mause wur-
den zu funft in einem Kafig untergebracht, bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12

Stunden. Zu Standard-Laborfutter und Wasser hatten sie freien Zugang.

Die Immunisierung der Mause zur Arthritisinduktion erfolgte mit 100 ug bovinem
Kollagen Typ Il (Chondrex, Redmond, USA), emulgiert in einer gleichen Menge
des kompletten Freund-Adjuvant (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), das
intrakutan in die Schwanzwurzel gespritzt wurde. Einundzwanzig Tage spater er-
hielten die Tiere eine erneute Immunisierung mit 100 ug bovinem Kollagen Typ I
emulgiert in inkomplettem Freund-Adjuvant. Die Halfte aller Mause wurde immuni-
siert. Als Tag O gilt der Tag an dem die Immunisierung stattfand. An den Tagen
14, 21, 49, 56, 60, 70 und 80 nach Arthritisinduktion, wurden je zwei immunisierte
und zwei nicht immunisierte Tiere geopfert (Abb. 2). Die beiden Tiere, die am Tag

0 geopfert wurden, wurden nicht immunisiert.

2.2 Chemische Sympathektomie

Sympathektomie wurde zu einem frihen und einem spaten Zeitpunkt durchge-
fuhrt. Die Methode wurde bereits beschrieben und ihre Effektivitat getestet [49].

Hier noch einmal in Kiirze.
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2.2.1 Sympathektomie zu einem frihen Zeitpunkt

Sieben Tage vor der ersten Immunisierung der Mause wurde mit der Sympa-
thektomie begonnen. An diesem und den beiden folgenden Tagen wurden 80 mg
6-Hydroxydopamin (6-OHDA) pro Kilogramm Koérpergewicht in 0,1% Askorbinsau-
re intraperitoneal injiziert. Um die Sympathektomie aufrecht zu erhalten, wurden
die intraperitonealen Injektionen mit 6-OHDA (80 mg/kg Korpergewicht) alle zehn
Tage wiederholt. Die letzte Injektion erfolgte am Tag 45. Zwanzig Tiere wurden
benutzt, die Halfte von ihnen wurde mit Kollagen immunisiert. Die beiden Tiere,
die am Tag 0 geopfert wurden, wurden nicht immunisiert. An den Tagen 14, 21, 49
und 56 wurden je zwei immunisierte und zwei nicht-immunisierte Tiere geopfert

(Abb. 2).

2.2.2 Sympathektomie zu einem spaten Zeitpunkt

FiUr die spate Sympathektomie begann man am 56. Tag nach Immunisierung mit
der intraperitonealen Injektion von 80 mg 6-OHDA pro Kilogramm Kd&rpergewicht,
was an den beiden Folgetagen wiederholt wurde. Es wurden sechzehn Tiere sym-
pathektomiert, davon wurden acht mit Kollagen immunisiert, acht dienten als Kon-
trolle. An den Tagen 56, 60, 70 und 80 wurden wieder je zwei immunisierte und

zwei nicht-immunisierte Mause geopfert (Abb. 2).
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Bovines Kollagen Bovines Kollagen
Typ Il in Typ Il in
komplettem inkomplettem
Freund-Adjuvant Freund-Adjuvant
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\ \ \ \
Friuhe Sympathektomie

Abb. 2: Immunisierung, Sympathektomie und Organentnahme - zeitlicher Ablauf.

2.3 Gewebeaufbereitung und Immunhistochemie

Lymphknoten, Milzen und Pfoten wurden bei allen Tieren isoliert und zunachst 24
Stunden in 3,7% Formaldehyd in phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate buf-
fered saline, PBS) fixiert. Die Pfoten wurden auerdem in rapid decalcifier (RDO,
Apex Engineering Products Corp., Aurora, USA) fur 36 Stunden entkalkt. An-
schliefend wurden die Organe in PBS gewaschen und in 20% Saccharose Uber
Nacht inkubiert. Die Organe wurden dann im Einfriermedium TissueTek (Sakura
Finetek Europe, Zoeterwoude, Niederlanden) eingebettet und mit Hilfe flissigen

Stickstoffs tiefgefroren. Die Proben wurden bei -80°C aufbewahrt.

Aus den tiefgefrorenen Proben wurden an einem Gefriermikrotom 8 um dicke Ge-
webeschnitte angefertigt und auf Objekttrager (Super Frost Plus, Menzel-Glaser,
Braunschweig, Deutschland) Ubertragen. Die Schnitte wurden, nachdem sie eine
Stunde lang an der Luft getrocknet wurden, zehn Minuten in PBS rehydriert. Ge-

webeschnitte von Milzen wurden anschlieRend noch acht Minuten in 3% Wasser-
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stoffperoxid inkubiert und dann zwei mal drei Minuten in PBS gewaschen. Alle
Schnitte wurden nun mit einer Blocklésung aus 10% bovinem Serumalbumin
(BSA), 10% fetalem Kalberserum und 10% Huhnerserum in PBS fir 45 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Blocklosung diente zur Verhinderung unspezifi-
schen Bindens der Antikorper. Nach funfminutigem Waschen der Gewebeschnitte
mit PBS wurde der primare Antikérper gegen TH (Tyrosine 3-Hydroxylase Rabbit
Monoclonal 1gG #2129, Epitomics, via Biomol, Hamburg, Deutschland) in einer
Konzentration von 1:250 aufgetragen. Die Verdunnung aller verwendeten Antikor-
per erfolgte stets in 10% BSA in PBS. Bei jedem Organ wurde parallel ein Gewe-
beschnitt pro Zeitpunkt mit einem Isotyp versehen (#1ISO-2129, Epitomics), der in
gleicher Konzentration wie der primare Antikorper aufgetragen wurde. Die Isotyp-
kontrolle diente zum Ausschluss unspezifischen Farbens des primaren Antikor-
pers. Ebenso wurden stets Negativkontrollen angefertigt, auf die nur 10% BSA in
PBS pipettiert wurde. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte Uber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Am nachsten Tag wurden die Objekt-
trager drei Mal fur funf Minuten gewaschen: Die ersten beiden Male mit PBS und
Triton (0,3%), das dritte Mal nur mit PBS. Anschlielend wurde der sekundare An-
tikorper auf die Objekttrager aufgetragen. Auf die Negativkontrollen wurde nur
10% BSA in PBS pipettiert, aullerdem wurden Kontrollen nur mit sekundarem An-

tikorper angefertigt.

Fur Gewebeschnitte von Lymphknoten und Pfoten wurde als Sekundarantikorper
ein mit Alexa Fluor 546 konjugierter Ziegenantikorper, der gegen Kaninchen ge-
richtet ist, verwendet (#A-11010, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland). Er wurde
1:500 verdunnt auf die Proben aufgetragen und fir 90 Minuten bei Raumtempera-

tur in einer feuchten Kammer bei Dunkelheit inkubiert. Alle weiteren Schritte er-
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folgten ebenfalls in Dunkelheit. Nachdem die Proben wieder zwei Mal funf Minuten
in PBS und 0,3% Triton, das dritte Mal nur in PBS, gewaschen wurden, folgte eine
dreiminltige Inkubation mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI; Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland), 1:10000 verdinnt in PBS. DAPI ist ein Fluoreszenzfarb-
stoff, der selektiv an DNS bindet und zur Anfarbung der Zellkerne benutzt wurde.
Im Anschluss wurden die Objekttrager mit Hilfe von Fluorescence Mounting Medi-
um (Dako, Hamburg, Deutschland) eingedeckt. Die Proben wurden in Dunkelheit
bei 4°C aufbewahrt und innerhalb der folgenden 4 Tage mikroskopiert. Als Positv-
kontrolle, um zu beweisen, dass die Farbung funktioniert hat, diente stets ein Ge-
webeschnitt von einem Mausekolon, in dessen Wand sich viele sympathische

Nervenfasern befinden, der nach gleichem Protokoll mitgefarbt wurde.

Da in den Milzen die Immunfluoreszenzfarbung durch einen hohen Anteil an Auto-
fluoreszenz gestort wurde, wurde hier ein anderer sekundarer Antikorper zur im-
munhistochemischen Farbung benutzt. Der mit Meerrettich-Peroxidase (horserad-
ish peroxidase, HRP) gekoppelte Ziege Anti-Kaninchen Antikérper (Polyclonal
Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP, #P0448, Dako) wurde 1:100 verdinnt auf
die Schnitte pipettiert und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem dreimaligem Waschen der Schnitte, zwei Mal mit PBS und 0,3% Triton,
das dritte Mal nur mit PBS, wurde eine Farbereaktion mit dem Diaminobenzidin
(DAB) Substrat Kit (DAB Substrate Kit for Peroxidase, #SK-4100, Vector Laborato-
ries, Burlingame, USA) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Nach zwan-
zigminutiger Inkubationszeit wurden die Objekttrager fur eine Minute in destillier-
tem Wasser gewaschen und anschlielliend mit Faramount Aqueous Mounting Me-

dium (Dako) eingedeckt.
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2.4  Statistische Analyse und Darstellung der Daten

Um die Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen zu ermitteln, wurden am
Mikroskop (Leitz DMRBE, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) je 17 zuféllig ausgewahlte Gesichtsfelder pro Organ, Zeitpunkt und
Tier, bei einer 400-fachen VergroRerung ausgezahlt. Die Darstellung erfolgte pro
Quadratmillimeter. Die Negativkontrollen, Kontrollen mit nur sekundarem Antikor-
per und Isotypkontrollen wurden ebenfalls betrachtet und zeigten stets negative

Ergebnisse.

Die statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von
Sigmaplot (Sigmaplot 11.0, Systat Software, Erkrath, Deutschland). Zwei Gruppen
wurden mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Testes verglichen.
Eine Gruppe bestand aus je 4 Mausen (2 Mause pro Zeitpunkt, 2 Zeitpunkte zu-
sammengefasst). Der p-Wert wurde mit Hilfe der Software Sigma Stat (Sigma Stat
® 3.5) ermittelt, das Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt. Die Boxplots zeigen
die 25., 50. (Median) und 75. Perzentile. Zur Darstellung der einzeln erfassten

Werte wurden Scatterplots dartber gelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen in der Fruhpha-

se der Arthritis

In Gelenken von arthritischen Mausen fand sich ab Tag 14-21 eine signifikant ho-
here Dichte an TH+ Zellen als in Gelenken von Kontrollmausen (Abb. 3). Beson-
ders deutlich wurde der Unterschied an Tag 49-56. Gelenke hatten verglichen mit
den anderen Organen insgesamt eine deutlich niedrigere Dichte an TH+ Zellen. In
den Gelenken von Mausen die zu einem frihen Zeitpunkt sympathektomiert wur-
den, sah man deutlich, dass die Dichte der TH+ Zellen erniedrigt war, verglichen

mit Arthritismausen ohne Sympathektomie (Abb. 3).
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Abb. 3: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in Gelenken von Mausen
mit induzierter Arthritis (rot) im Vergleich zu frith sympathektomierten arthritischen Mausen
(grau), und im Vergleich zur Kontroligruppe (weiB). Die X-Achse zeigt die Tage nach Arthri-
tisinduktion. Die Boxplots zeigen den Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Die Scatter-

plots zeigen die einzeln erfassten Mittelwerte (n=4 Mause pro Gruppe). * = p<0,05.

17



In den Lymphknoten konnte insgesamt die hochste Dichte an TH+ Zellen gezanhlt
werden. Bereits ab Tag 14-21 war die Dichte an TH+ Zellen in Gewebeproben
arthritischer Mause bedeutend hoher als in jenen der Kontrollmduse (Abb. 4). In
Lymphknoten von sympathektomierten Tieren fand man eine nur sehr niedrige
TH+ Zelldichte zu allen Zeitpunkten. Sie war sowohl im Vergleich zu arthritischen

Mausen als auch zu Kontrollmdusen ohne Sympathektomie erniedrigt (Abb. 4).
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Abb. 4: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in Lymphknoten von Mau-
sen mit induzierter Arthritis (rot) im Vergleich zu friih sympathektomierten arthritischen
Mausen (grau), und im Vergleich zur Kontrollgruppe (weiB). Die X-Achse zeigt die Tage nach
Arthritisinduktion. Die Boxplots zeigen den Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Die

Scatterplots zeigen die einzeln erfassten Mittelwerte (n=4 Mause pro Gruppe). * = p<0,05.
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Bei den Milzen gab es ab Tag 14-21 statistisch signifikante Unterschiede der Dich-
te TH+ Zellen in Organen von Arthritismausen im Vergleich zu den Organen der
Kontrolimause (Abb. 5). Milzen, von frih sympathektomierten Mausen, zeigten
eine deutlich niedrigere TH+ Zelldichte als die von arthritischen Mausen ohne

Sympathektomie (Abb. 5).
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Abb. 5: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in der Milz von Mdusen mit
induzierter Arthritis (rot) im Vergleich zu friith sympathektomierten arthritischen Mausen
(grau), und im Vergleich zur Kontrollgruppe (weiB). Die X-Achse zeigt die Tage nach Arthri-
tisinduktion. Die Boxplots zeigen den Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Die Scatter-

plots zeigen die einzeln erfassten Mittelwerte (n=4 Mause pro Gruppe). * = p<0,05.
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3.2 Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen in der Spatpha-

se der Arthritis

In den Gelenken wurde die hochste Dichte an TH+ Zellen bei arthritischen Mau-
sen an Tag 56-60 erreicht. Die Dichte TH+ Zellen der sympathektomierten Mause

lag zu jedem Zeitpunkt deutlich unter der Dichte von arthritischen Mausen (Abb.

6,7).
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Abb. 6: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in Gelenken von Mausen
mit induzierter Arthritis (rot) im Vergleich zu spat sympathektomierten arthritischen Mausen
(grau), und im Vergleich zur Kontroligruppe (weiB). Die X-Achse zeigt die Tage nach Arthri-
tisinduktion. Die Boxplots zeigen den Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Die Scatter-

plots zeigen die einzeln erfassten Mittelwerte (n=4 Mause pro Gruppe). * = p<0,05.
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Abb. 7: Reprasentative Fluoreszenzfirbungen Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen in Ge-
lenken von Mausepfoten. Jeweils links von arthritischen Mausen, rechts von Kontrolimau-

sen, mit und ohne Sympathektomie. 400-fache VergroRerung.



Lymphknoten sympathektomierter Tiere zeigten im Vergleich zu denen nicht sym-
pathektomierter arthritischer Mause erniedrigte Dichten an TH+ Zellen (Abb. 8,9).
Dies wird besonders an Tag 70 - 80 deutlich, wo sich eine besonders hohe Dichte

an TH+ Zellen bei arthrtitischen Mausen ohne Sympathektomie zeigte (Abb. 8).
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Abb. 8: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in Lymphknoten von Méu-
sen mit induzierter Arthritis (rot) im Vergleich zu spat sympathektomierten arthritischen
Mausen (grau), und im Vergleich zur Kontrollgruppe (weiB). Die X-Achse zeigt die Tage nach
Arthritisinduktion. Die Boxplots zeigen den Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Die

Scatterplots zeigen die einzeln erfassten Mittelwerte (n=4 Mause pro Gruppe). * = p<0,05.
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Abb. 9: Reprasentative Fluoreszenzfarbungen Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen in
Lymphknoten von Mausen mit und ohne Sympathektomie. Jeweils links von arthritischen

Méusen, rechts von Kontrollméausen. 400-fache VergréBerung.



Die Milzen zeigten bei der Farbung mit dem fluoreszierenden Antikorper sehr viel
Autofluoreszenz. Selbst Negativkontrollen, die ohne Farbung mit Antikorpern unter
dem Mikroskop betrachtet wurden, leuchteten sehr stark. Deshalb wurde mit dem
HRP markierten Sekundarantikbrper und dem DAB Substrase Kit gefarbt (Abb.
11). Die hochste Dichte an TH+ Zellen arthritischer Mause konnte man bei den
Milzen am Tag 60 beobachten (Abb. 10). Milzen sympathektomierter arthritischer
Tiere zeigten zu allen Zeitpunkten eine statistisch signifikant erniedrigte TH+ Zell-
dichte im Vergleich zu Arthritismausen ohne Sympathektomie (Abb. 10). Die TH+
Zelldichte in Milzen sympathektomierter Arthritismause lag im Bereich der Kontrol-

len ohne Sympathektomie (Abb. 10).
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Abb. 10: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in der Milz von Mausen
mit induzierter Arthritis (rot) im Vergleich zu spat sympathektomierten arthritischen Mausen
(grau), und im Vergleich zur Kontrollgruppe (weiB). Die X-Achse zeigt die Tage nach Arthri-
tisinduktion. Die Boxplots zeigen den Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Die Scatter-

plots zeigen die einzeln erfassten Mittelwerte (n=4 Mause pro Gruppe). * = p<0,05.
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Abb. 11: Reprasentative immunhistochemische Farbungen Tyrosinhydroxylase-positiver
Zellen in der Milz von Mdusen mit und ohne Sympathektomie. Jeweils links von arthriti-

schen Mausen, rechts von Kontrolimausen. 400-fache VergréoRerung.
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4 Diskussion

In dieser Studie konnte an einem Arthritismodell gezeigt werden, dass die Sympa-
thektomie mit 6-OHDA zu einer Reduktion katecholaminproduzierender Zellen in
allen Phasen der Arthritis fuhrte (Abb. 12, 13). Da die Dichte dieser Zellen im Ver-
lauf der Arthritis deutlich zunahm wurde dies zu den spateren Zeitpunkten beson-

ders deutlich (Abb. 13).
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Abb. 12: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in Organen arthritischer
Mause. Fiir jeden Zeitpunkt wurden 2 arthrische Mause ohne (durchgezogene Linien) und 2
arthritische Mause mit Sympathektomie (gestrichelte Linien) ausgewertet. Die X-Achse zeigt

den Tag nach Immunisierung.

In allen untersuchten Organen, sowohl in Arthritisproben, als auch in Proben von
Kontrollmausen wurden TH+ Zellen gefunden. Wahrend bei Kontrollmausen die
Anzahl TH+ Zellen in allen Organen relativ konstant blieb, konnte bereits ab Tag
14 eine Zunahme an positiven Zellen in Organen arthritischer Mause beobachtet

werden (Abb. 12) . Sympathektomie mit 6-OHDA an den Tagen 7, 6 und 5 vor
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Arthritisinduktion fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der Dichte TH+ Zellen zu
allen beobachteten Zeitpunkten (Abb. 12). Nach erfolgter Sympathektomie befand
sich die Dichte TH+ Zellen meist nur noch im Bereich der Dichte TH+ Zellen von
Kontrollmausen oder noch niedriger. Sympathektomie bei Kontrollmausen hatte

keinen signifikanten Effekt auf die Dichte TH+ Zellen (nicht gezeigt).
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Abb. 13: Mittlere Dichte Tyrosinhydroxylase-positiver (TH+) Zellen in Organen arthritischer
Mause. Fiir jeden Zeitpunkt wurden 2 arthrische Mause ohne (durchgezogene Linien) und 2
arthritische Mause mit Sympathektomie (gestrichelte Linien) ausgewertet. Die X-Achse zeigt

den Tag nach Immunisierung.

In der Spatphase der Arthritis wurde die Zunahme an TH+ Zellen noch deutlicher.
Eine Sympathektomie, die in dieser Phase stattfand, also an Tag 56, 57 und 58
nach Arthritisinduktion, fuhrte auch hier eindeutig zu einer Abnahme der TH+ Zell-

dichte (Abb. 13).

Betrachtet man die Ergebnisse der Studie von Harle und Kollegen 2005, nach

dessen Beschreibung die Arthritisinduktion und Sympathektomie in der vorliegen-
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den Studie durchgefuhrt wurde, wurden dort durch Zerstorung des sympathischen
Nervensystems mit 6-OHDA in der Frihphase verminderte, in der Spatphase der
CIA deutlich verstarkte Entzindungsreaktionen beobachtet [49]. Es wurde folglich
eine duale Rolle des sympathischen Nervensystems mit proinflammatorischer
Wirkung in der Frihphase, sowie antiinflammatorischer Wirkung in der Spatphase
der experimentellen Arthritis vermutet. Auch viele andere Studien untersuchten
bereits den Einfluss des sympathischen Nervensystems auf das Immunsystem.
Zum Teil wurde eine proentzandliche und zum Teil ein antientzindliche Wirkung
beschrieben. Grunde fur diese gegensatzlichen Ergebnisse gibt es viele, denn
zahlreiche Faktoren spielen bei der Betrachtung der Interaktion zwischen Sympa-
thikus und Immunsystem eine Rolle. So kommt es auf den Ort des sympathischen
Einflusses, etwa Lymphknoten oder Gelenke [48], an. AuRerdem ist der Zeitpunkt
im Abstand zur Immunisierung, der betrachtet oder fur die Sympathektomie ge-
wahlt wird, relevant [49, 67, 68]. Die Krankheitsmodelle, die fur Studien verwendet
werden, variieren ebenfalls. Da das Immunsystem aus vielen verschiedenen
Komponenten besteht, kann die Immunantwort auch sehr vielfaltig sein, je nach
dem, ob das angeborene oder adaptive Immunsystem [69], Typ 1, Typ 2 oder Typ
17 T-Helfer-Zellen, B-Zellen, oder noch andere Zellen mit unterschiedlicher Re-
zeptorexpression beteiligt sind [40, 70, 71]. Erschwerend kommt hinzu, dass auch
periphere Zellen mit Hilfe von Neurotransmittern das Immunsystem beeinflussen
konnen. So kdnnen Zellen des Immunsystems, darunter Lymphozyten, neutrophile
Granulozyten und Phagozyten, Neurotransmitter, zum Beispiel Katecholamine,
aufnehmen, speichern und auch produzieren, wodurch Immunreaktionen sowohl

Uber autokrine als auch parakrine Mechanismen beeinflusst werden [63, 64, 72-
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74]. Die Rolle solcher Zellen in der Immunantwort ist Gegenstand aktueller medi-

zinischer Forschung [75].

Regulatorische T-Zellen (Tregs) aus humanem Gewebe kdnnen Katecholamine
produzieren und speichern [76]. Die Behandlung dieser Tregs mit Reserpin, wel-
ches das Speichern von Katecholaminen in Vesikeln verhindert und zu einer kurz-
fristige Erhohung der intrazellularen Katecholaminkonzentration fuhrt [77], hatte
eine verminderte Produktion von antientzindlichem IL 10 und TGF-§ zur Folge.
AulRerdem fluhrte dies zu einer Proliferation der Effektor-T-Zellen, deren Inhibition
ebenfalls von Tregs abhangig ist [76]. Demzufolge agieren Katecholamine in einer
autokrin/parakrinen Schleife [76]. Phagozyten sind in der Lage Uber die Produktion
von Katecholaminen Entzindungsreaktionen zu fordern, was erst kurzlich an ei-
nem Modell akuten Lungenversagens gezeigt wurde [74]. Diese beiden Studien
zeigen immunstimmulierende Effekte von katechoaminproduzierenden Zellen.
Doch solche Zellen kdnnen auch antientzindlich wirken. Im Synovialgewebe von
RA-Patienten fand man in verschiedenen Studien katecholaminproduzierende
TH+ Makrophagen und Fibroblasten [36, 43, 66]. Eine Behandlung solcher syno-
vialer Zellen mit Reserpin bewirkte eine verminderte TNF-Ausschattung [43]. In
ClIA-Mausen, die ebenfalls katecholaminspeichernde synoviale Zellen besalen,
fuhrte die lokale Behandlung mit Reserpin sogar zu einer langerfristigen Verbesse-
rung der Arthritis Scores [43]. Dies zeigt, dass diese TH+ synovialen Zellen die

Kapazitat besitzen, eine entzindungshemmende Wirkung zu entfalten.

In der vorliegenden Studie konnten sowohl in Gelenken von Pfoten als auch in
sekundaren Lymphorganen arthritischer Mause TH+ katecholaminproduzierende
Zellen gefunden werden. Diese Zellen waren zum Zeitpunkt der Immunisierung

bereits in geringer Dichte vorhanden und nahmen mit Fortschreiten der Erkran-
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kung zu. Die hochste Dichte wurde in der symptomatischen Phase der Arthritis um
Tag 60 erreicht. Die Dichte dieser Zellen wurde durch Sympathektomie mit Hilfe
von 6-OHDA massiv reduziert. Diese Art der Sympathektomie hat demnach nicht
nur eine Zerstorung sympathischer Nervenfasern zur Konsequenz [49], sondern
auch die Zerstorung von TH+ Zellen. Aus dieser Erkenntnis und der Tatsache,
dass diese Zellen in arthritischem Gewebe, insbesondere auch bei CIA-Mausen,
offenbar anitiinflammatorisch wirken konnen, ergibt sich eine weitere Erklarungs-
moglichkeit fur die duale Rolle des sympathischen Nervensystems, wie sie in der
Studie von Harle und Kollegen 2005 beschrieben wurde [49]. Sympathektomie in
der FrUhpahse experimenteller Arthritis fuhrte zu einer Abschwachung der Arthritis
[49, 51]. In dieser Phase sind noch sympathische Nervenfasern vorhanden, jedoch
noch keine besonders hohe Dichte an TH+ Zellen. Die Sympathektomie wirkt
dementsprechend hauptsachlich auf die Nervenfasern. Dies lasst eine proin-
flammatorische Wirkung des Sympathikus in der Fruhphase der Arthritis vermuten,
wie sie bereits in verschiedenen Studien beschrieben wurde [50, 51]. Sympa-
thektomie in der symptomatischen Spatphase fuhrte zu verstarkten Entzindungs-
reaktionen [49]. In dieser Phase gibt es jedoch praktisch keine sympathischen
Nervenfasern mehr, die zerstort werden konnten, denn diese gehen bei der CIA
verloren und erreichen ihr Minimum um Tag 30 - 35 [78]. Wahrend sympathische
Nervenfasern verloren gehen, kommt es gleichzeitig zu einem starken Anstieg der
Dichte an TH+ Zellen. Man konnte vermuten, dass Nervenfasern durch diese Zel-
len ersetzt werden, um die lokale Regulation durch Katecholamine zu gewahrleis-
ten und dadurch eine Unabhangigkeit der arthritischen Gewebe von zentralen Ein-
flissen entsteht. Sympathektomie mit 6-OHDA zerstort TH+ Zellen. Man kdnnte

die Erhohung der Arthritis Scores bei Sympathektomie in der Spatphase [49] mit
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der Zerstorung dieser Zellen begriunden. Dies ware ein weiterer Hinweis fur die

antiinflammatorische Wirkung von TH+ Zellen im Arthritisgeschehen.

Es wurden in dieser Studie zwar viele Zeitpunkte in der Frih- und Spatphase der
Arthritis betrachtet, aber immer nur 2 Mause pro Zeitpunkt und Kategorie verwen-
det. Je zwei Zeitpunkte wurden anschlieRend zusammengefasst. Zu allen Zeit-
punkten zeigte sich jedoch die gleiche Tendenz und es ergaben sich durchaus
signifikante Ergebnisse. In Zukunft werden weitere Studien in vitro und in vivo, am
Tiermodell sowie am Menschen notwendig sein, um die antiinflammatorische Wir-
kung dieser katecholaminproduzierenden Zellen weiter zu untersuchen. Durch
Beeinflussung dieser Zellen konnten sich neue Ansatze in der durchaus schwieri-

gen Arthritistherapie ergeben.
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5 Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch entzundliche Erkrankung der Gelenke,
die relativ viele Menschen betrifft und bisher nicht heilbar ist. Die Pathogenese ist
sehr komplex, aber man weil3, dass die Interaktion zwischen Immunsystem und
autonomem Nervensystem Bedeutung hat. Diese Interaktion wurde bereits viel-
fach untersucht und man musste feststellen, dass das sympathische Nervensys-
tem sowohl einen entzundungsférdernden als auch entzindungshemmenden Ein-
fluss nehmen kann. Es wurden aullerdem Zellen entdeckt, die Katecholamine
produzieren und ebenfalls Einfluss auf das Entzindungsgeschehen in chronisch

entzundlichen Erkrankungen nehmen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde in sekundaren Lymphorganen sowie Gelenken
von Mausen mit Kollagen Typ ll-induzierter Arthritis, welche teilweise entweder zu
einem frihen oder zu einem spaten Zeitpunkt sympathektomiert wurden, die Dich-
te katecholaminproduzierender TH+ Zellen ermittelt. Es wurde festgestellt, dass
die Dichte an TH+ Zellen in allen Organen im Verlauf der Arthritis zunahm, Organe
von Kontrollmausen hatten stets deutliche weniger TH+ Zellen. Durch Sympa-
thektomie wurde die TH+ Zelldichte massiv reduziert, was zu den spaten Zeit-
punkten noch deutlicher wurde. TH+ Zellen wurden demnach durch Sympa-

thektomie zerstort.

Sympathektomie in der Spatphase der Arthritis hatte in einer vorigen Studie eine
Verschlimmerung der Gelenkentzindung zur Folge. Die Sympathektomie erfolgte
jedoch zu einem Zeitpunkt, an dem es kaum noch sympathische Nervenfasern
gibt, da diese im Verlauf der Arthritis verloren gehen. In der vorliegenden Studie

wurde beobachtet, dass katecholaminproduzierende Zellen im Verlauf der Arthritis

32



zunehmen und diese auflerdem durch Sympathektomie zerstort werden. Aus an-
deren Studien ist bereits bekannt, dass katecholaminproduzierende Zellen bei
Arthritis anitinflammatorisch wirken konnen. Wenn man annimmt, dass die Zersto-
rung dieser Zellen durch Sympathektomie die Verschlimmerung der Arthritis in der
Spatphase bewirkte, waren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ein weiterer
Hinweis daflur, dass katecholaminproduzierende Zellen bei Arthritis antiinflamma-

torisch wirken.
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