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1 Einleitung
1.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

Die rheumatoide Arthritis (RA) (Synonym: chronische Polyarthritis, cP) ist eine systemische,
chronisch-entziindliche Erkrankung des Bindegewebes mit primidrem Befall der peripheren

Gelenke.

1.1.1 Epidemiologie, Klinik und Diagnostik

Mit einer Privalenz von 0,5-1% ist die RA die hdufigste Form der chronisch-entziindlichen
Polyarthritis weltweit. Frauen sind etwa doppelt so hiufig betroffen wie Minner.! Die
Inzidenz steigt mit dem Lebensalter und liegt fiir Frauen zwischen 34 und 83/100.000 pro
Jahr. Der Gipfel der Neuerkrankungsrate liegt bei Frauen im Alter von 55 bis 64 Jahren und
bei Minnern zwischen 65 und 75 Jahren.

Zu den Risikofaktoren, bzw. prognostisch ungiinstigen Faktoren gehoren positive
Rheumafaktoren (RF) und/oder Antikorper gegen zyklisch zitrulliniertes Peptid (CCP), ein
Erkrankungsalter iiber 60 Jahre, das weibliche Geschlecht, Rauchen, bereits eingetretene
knocherne Destruktionen, ein verzogerter Therapiebeginn mit DMARDs sowie fehlende
soziale Bezugssysteme, schlechte Okonomische Bedingungen und ein niedriges
Bildungsniveau.! Zudem gibt es genetische Pridispositionen. Bei der bekanntesten handelt es
sich um HLA-DRBI, ein MHC-II-Genprodukt.?

Charakteristisch sind Symptome wie Schmerzen, Morgensteifigkeit, Gelenkschwellung,
Miidigkeit, Gewichtsverlust, Fieber und Depressionen. Die Erkrankung verlduft schubweise
mit einem typischerweise symmetrischen Befall der kleinen Gelenke der Hénde und Fiif3e.
Initial betroffen sind vor allem die Metacarpo- (MCP) sowie Metatarsophalangealgelenke
MTP) und die proximalen Interphalangealgelenke (PIP) der Finger und Zehen sowie die
Handgelenke. Dies fiihrt unbehandelt zu den klassischen Fehlstellungen wie Schwanenhals-
und Knopflochdeformitdt, Ulnardeviation sowie Krallen- und Hammerzehen. In
fortgeschrittenen Stadien sind dann auch die groferen Gelenke (Sprung-, Knie-, Hiift-
Ellenbogen- und Schultergelenke) beteiligt. Auch extraartikulire Manifestationen konnen
auftreten; beispielsweise Rheumaknoten, Perikarditis, Myokarditis, Pleuritis, Lungenfibrose,
Episkleritis, Vaskulitiden, Splenomegalie und Lymphadenopathie. Laborchemisch helfen bei
der Diagnostik die Bestimmung von Rheumafaktoren (RF; in den meisten Féllen IgM-

Antikorper, die gegen das Fc-Fragment von IgG gerichtet sind), mit Hilfe derer seropositive
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von seronegativer RA unterschieden wird, und Autoantikorper gegen zyklisch zitrulliniertes
Peptid (anti-CCP; ACPA), einem sehr spezifischen Immunmarker der RA.

Zur Diagnostik galten bis 2010 allein die revidierten ACR-Kriterien von 1987 (ACR=
American College of Rheumatology), wobei zur Diagnosestellung vier der sieben Kriterien
erfiillt sein miissen, die Kriterien eins bis vier davon fiir mindestens sechs Wochen. (91— 94 %

Sensitivitit und 89 % Spezifitit)

Tabelle 1: ACR-Kriterien (1987)

1. Morgensteifigkeit von mindestens 1 Stunde Dauer

2. Weichteilschwellung Arthritis von 3 oder mehr Gelenken

3. Arthritis der Hénde proximale Interphalangeal-, Metakarpophalangeal-
oder Handgelenke

4. Symmetrische Arthritis simultane Beteiligung der gleichen Gelenkregionen

auf beiden Korperseiten

5. Rheumaknoten subkutane Knoten liber Knochenvorspriingen,
an den Streckseiten oder in Gelenknéhe

6. Rheumafaktor im Serum nachweisbar

7. Radiologische Verdanderungen gelenknahe Osteoporose und/oder Erosionen
Veranderungen an den betroffenen Gelenken

|
4

Diese wurden auf Grund ihres Mangels an Sensitivitit in friithen Krankheitsstadien kritisiert.
Seit 2010 gelten nun deshalb die ACR/EULAR-Klassifikationskriterien fiir die
rheumatoide Arthritis 2010. (EULAR=European League Against Rheumatism)’

Voraussetzung:
1. Mindestens ein Gelenk mit einer klinischen Synovitis,

2. die nicht mit einer anderen Erkrankung erklart werden kann.

Tabelle 2: ACR/EULAR-Kriterien (2010)

A. Geschwollene/schmerzhafte Gelenke Punkte Punkte
1 (mittel-) grof3es Schulter, Ellenbogen, Hiifte, Sprunggelenke 0
2—10 (mittel-) groB3e Schulter, Ellenbogen, Hiifte, Sprunggelenke 1
1-3 kleine MCP, PIP, MTP 2 — 5, IP, Handgelenk 2
4-10 Kkleine MCP, PIP, MTP 2 — 5, IP, Handgelenk 3
> 10 Gelenke; mind. 1 kleines 5
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B. Serologie (mindestens 1 Testergebnis erforderlich)
RF und ACPA negativ 0
RF oder ACPA niedrig positiv > Obergrenze bis < 3 x Obergrenze 2
RF oder ACPA hoch positiv >3 x Obergrenze 3
C. Akute-Phase-Proteine (mindestens 1 Testergebnis erforderlich)
CRP und BSG normal 0
CRP oder BSG erhoht 1
D. Dauer der Symptome
< 6 Wochen 0
> 6 Wochen 1

Die Bewertungspunkte der Kategorien A — D werden addiert, eine Bewertung von > 6/10 Punkten ist

ein Indikator fiir eine definitive RA. *

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Atiologie und Pathogenese der rheumatoiden Arthritis sind nicht vollstindig geklirt. Es
handelt sich um ein Zusammenspiel aus genetischen und Umweltfaktoren. Der schon
genannte Risikofaktor fiir RA in Form bestimmter HLA-DR-Allele, in Verbindung mit der
Entdeckung von MHC-II-exprimierenden antigenprisentierenden Zellen und T-Zellen in
entziindlich veridnderten Gelenken, legt den Gedanken nahe, dass MHC-II-abhingige T- und
B-Zell-Aktivierung eine wichtige Rolle bei dieser Erkrankung spielt.’® Eine weitere
Assoziation der genetischen Suszeptibilitdt fir RA mit PTPN22 wurde 2004 entdeckt.” Die
Tatsache, dass dieses Gen fiir eine Tyrosinphosphatase, die eine Bedeutung bei T- und B-Zell
Signalweiterleitung besitzt, kodiert, stellt einen weiteren Hinweis auf eine T- und B-Zell-
Beteiligung bei RA dar.® Diese genetischen Risikofaktoren wurden nur in Zusammenhang mit
seropositiver, bzw. anti-CCP-positiver RA gefunden. Zudem scheint auch der Umweltfaktor
Rauchen mit anti-CCP-positiver RA in Verbindung zu stehen. Diese Beobachtungen lassen
einen Unterschied in der Atiologie anti-CCP-positiver versus -negativer RA vermuten.’
Unabhéngig von Seropositivitdt kommt es jedoch zur Gelenkentziindung. Untersuchungen der
Entziindungsreaktion in Gelenken zeigen die Aktivitit verschiedener Entziindungskaskaden,
die in vielen Fillen vermutlich durch adaptive (erworbene) Immunitit getriggert werden.
Letztendlich fiihrt diese Entziindungsaktivitit zur Destruktion. Dies erfordert wiederum die
Beteiligung der angeborenen Immunitét, insbesondere vermittelt durch ein Ungleichgewicht
in der Regulierung von Zytokinen und anderen entziindlichen Mediatoren.” Entscheidende
Rollen als Pathogenitétsfaktoren spielen hierbei TNF, IL-6, IL-1, sowie receptor activator of

NFxB ligand (RANK-L). Die Entziindung synovialer Gelenke ist geprdgt durch die
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Anwesenheit vieler verschiedener wechselwirkender Immunzellen. Antigen-prisentierende
Zellen kommunizieren mit T-Zellen via T-Zell-Rezeptor-MHC-Interaktion, wobei die T-Zell-
Aktivierung nur im Beisein co-stimulatorischer CD28-CD80/86 vermittelter Signale gelingt.
B-Zellen spielen eine Rolle als antigenprdsentierende, zytokinproduzierende und
antikorperproduzierende ~ Zellen,  wobei  die  entstchenden  Antikdrper  zur
Immunkomplexbildung fithren. Durch T-Zellen und Immunkomplexe aktivierte Makrophagen
produzieren proinflammatorische Zytokine wie TNF, IL-1 und IL-6. Eine spezielle T-Zell
Subgruppe, die Th17-Helfer-Zellen produziert IL-17 in Abhéngigkeit einer Stimulation durch
IL-6. Dabei handelt es sich um ein hochinflammatorisches Zytokin, dass weitere Zytokine
und Molekiile, die mit Knorpel- und Knochendestruktion in Verbindung stehen, wie RANKL,
freisetzt.” (siche zur Pathogenese auch Abb.2)

gesundes Gelenk Rheumatoide Arthritis

/‘ Pannus
Synovial-

membran /; Fibroblasten

Lymphozyten
Synovial-
fliissigkeit — Makrophagen
Knorpel — Plasmazellen

dendritische

neutrophile Zellen

Granulozyten

Knochen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Gelenkverinderung bei RA (nach '’) Das gesunde Gelenk
(links) besteht aus von Knorpelschicht bedeckten artikulierenden Gelenkflichen. Der Gelenkspalt ist frei und das
Gelenk von einer Kapsel umgeben, die auf der Innenseite in eine diinne Synovialmembran iibergeht. Im
Vergleich dazu ist die Synovialmembran im rheumatoiden Gelenk (rechts) entziindet, hypertroph und
hyperplastisch. AuBerdem findet eine Infiltration der Synovialmembran und Synovialfliissigkeit durch B-, T-
und Plasmazellen, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen statt. Zudem kommt es im
Verlauf durch Angiogenese und Osteoklastenaktivierung zur Pannusformation und somit zur Knochen- und
Knorpeldestruktion.
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Radiologisch pathognomonisch fiir RA sind Erosionen und Gelenkspaltverschmélerung - ein
Ausdruck fiir Knochen- und Knorpeldestruktion. Zur Knorpelerosion tragen vor allem Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) bei, die durch proinflammatorische Zytokinstimulation (TNF, IL1
und IL17) aus Makrophagen und Fibroblasten freigesetzt werden. Die Knochendestruktion
erfolgt via Osteoklasten und Aktivierung iiber RANK. Die Expression und Freisetzung von
RANK-L auf Fibroblasten, T-Zellen und Osteoblasten (stimuliert durch TNF, IL-1 und IL-6)
fiihrt zur vermehrten Interaktion mit RANK auf der Zelloberflache von Osteoklastenvorstufen

und damit zu deren Reifung.'' (Abb. 2)

1.1.3 Therapie

Eine kausale Therapie der rheumatoiden Arthritis ist bislang nicht mdglich. Neben
physikalischen und physiotherapeutischen Mallnahmen, sowie chirurgischen Interventionen,
kommen zur medikamentdsen Therapie vor allem vier Substanzgruppen zum Einsatz. Im
akuten Schub sind dies vor allem nichtsteroidale Antiphlogistika (NSARs) und
Glukokortikoide (u.U. auch lokal als intraartikuldre Steroidinjektionen). Die S1-Leitlinie der
Deutschen Gesellschaft fiir Rheumatologie von 2012 empfiehlt ab Diagnosestellung den
Beginn mit DMARDs (Disease-modifying antirheumatic Drugs). Dabei ist Methotrexat die
Standard-Basistherapie und wird in der Regel mit niedrig dosiertem Prednisolon kombiniert.
Bei nicht ausreichendem Ansprechen sollte nach zwolf Wochen eine klassische DMARD
Kombinationstherapie eingesetzt werden. Bei anhaltend hoher Krankheitsaktivitit wird
spitestens nach sechs Monaten der Einsatz eines Biologikums empfohlen, in
Sondersituationen (z.B. frithe Destruktionen, ungiinstige Prognose) ggf. friiher. Falls sich das
zuerst angewandte Biologikum in einem Zeitraum von drei bis sechs Monaten als nicht
ausreichend effektiv erweist, sollte der Wechsel auf ein anderes Biologikum erfolgen. Bei
langanhaltender Remission kann eine kontrollierte Reduktion der Basistherapie versucht
werden.'? Die wichtigste Voraussetzung fiir zielgerichtete Therapien ist das Verstindnis der

Pathogenese der Erkrankung.
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Abbildung 2: Pathogenese und Therapieansitze bei rheumatoider Arthritis (nach *) Die Abbildung zeigt
Aspekte der Pathogenese und dafiir spezifische Therapieanséitze im oberen Teil bei Gelenkentzindung, im
unteren Teil bei Gelenksdestruktion. MTX - ein Folsdureanalogon - wirkt durch Hemmung des Adenosin-
Metabolismus und der T-Zell-Aktivierung. Ein wichtiger Angriffspunkt liegt in der Blockade verschiedener
Zytokine, vor allem durch monoklonale Antikérper. TNF-Blocker neutralisieren zirkulierendes und synoviales
TNF. Zugelassen sind Infliximab (chimires Anti-TNF), Etanercept (16slicher TNF-Rezeptor) sowie
Adalimumab und Golimumab (humane Anti-TNFs). Anakinra —ein humaner Interleukin-1-Rezeptorantagonist—
ist nur in Kombination mit MTX zugelassen. Tocilizumab ist ein zugelassener humanisierter Interleukin-6-
Rezeptorantagonist. In den letzten Jahren wurden vor allem Medikamente zur Beeinflussung von B- und T-
Zellen untersucht. Zugelassene Substanzen sind Abatacept, dass durch CD-80/86-Bindung die zur T-Zell-
Aktivierung notwendigen co-stimulatorischen Signale hemmt und Rifuximab, ein chimirer Antikorper, der CD-
20 auf B-Zell-Oberfldchen bindet und dadurch eine B-Zell-Depletion bewirkt. Andere Ansétze zur Hemmung
von zu B-Zell-Reifung und zu gesteigertem B-Zell-Uberleben fiihrenden Faktoren, wie APRIL und BAFF,
stellen Belimumab und Atacicept dar. Denosumab ist ein humaner monoklonaler Antikérper, der mit hoher
Affinitdt und Spezifitdt den RANKL bindet und somit die Aktivierung von Osteoklasten via RANK und daraus
folgend Knochenabbau verhindert, zugelassen fiir RA ist es allerdings noch nicht (off-label use).
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1.2 Fibroblastenartige Synoviozyten

Es werden zwei Typen von Synovialzellen unterschieden. Zum einen gibt es die
Makrophagen-dhnlichen Typ-A-Synoviozyten mit Fihigkeit zur Phagozytose, die auch als
antigenprasentierende Zellen fungieren konnen. Den grofleren Anteil stellen die Fibroblasten-
ghnlichen Typ-B-Synoviozyten mit sekretorischer Funktion dar."

Fibroblastenartige Synoviozyten (FLS; Fibroblast-like Synoviocytes) gehdren zu den
wichtigsten Effektorzellen in Bezug auf Gelenkdestruktion bei RA." Dabei spielt vor allem
ihre Fahigkeit Weichteilgewebe und Knorpel zu infiltrieren eine Rolle (Abb. 1 und 2). Zudem
konnen fibroblastenartige Synoviozyten die Differenzierung und Aktivierung von
Osteoklasten induzieren (Abb. 2). Ihre sekretorische Funktion umfasst die Bildung von
Proteoglykanen, Zytokinen, Arachidonsiuremetaboliten und Metalloproteinasen. '’

Im RA-Gelenk findet sich insgesamt ein hoher Anteil an Fibroblasten- und Makrophagen-
typischen Zytokinen, deren Ursprungsort die synoviale Deckzellschicht ist. Von den Typ-A-
Synoviozyten stammen dabei in erster Linie IL-1B, TNF-oa und GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor). Die Typ B-Zellen bilden primir IL-6"° und
angiogenetische Faktoren, wie Fibroblast Growth Factor (FGF) und Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)'®"7,

FLS mesenchymalen Ursprungs exprimieren B cell Activating Factor of the tumor necrosis
factor Family (BAFF) als Reaktion auf die Stimulation mit proinflammatorischen Enzymen
wie IFN-y und TNF-o und konnen dadurch vermutlich B-Zellen in der unmittelbaren
Umgebung vor Apoptose schiitzen.'® AuBerdem wurde gezeigt, dass RA-FLS B cell
maturation antigen (BCMA) exprimieren und durch A4 Proliferation- Inducing Ligand
(APRIL) stimuliert werden kénnen." (vgl. Kapitel 1.4)
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1.3 Interleukin-6

IL-6 (Interleukin-6) — frither B-cell stimulating factor 2 genannt**?'

— ist ein pleiotropes
Zytokin, das eine wichtige Rolle bei der Regulation von Immunantworten, bei
Entziindungsreaktionen und der Hamatopoese spielt. Storungen in der IL-6-Regulation
beeinflussen die Immunantwort und haben somit Einfluss auf immunvermittelte entziindliche
Erkrankungen, wie RA, juvenile idiopathische Arthritis, Morbus Castleman oder Morbus
Crohn. Durch seine Rolle als Wachstums- und antiapoptotischer Faktor fiihrt eine
Uberproduktion zur Entwicklung maligner Erkrankungen (z.B. malignes Melanom,
Nierenkarzinom). Aus diesen Griinden wird die Interleukin-6-Hemmung in Form des IL-6-
Rezeptor-Antagonisten Tocilizumab (Abb. 2) therapeutisch genutzt. Gebildet wird das
Zytokin beispielweise von T- und B-Zellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Endothel-,
Mesangium- und einigen Tumorzellen.”* Bei RA korreliert eine IL-6-Erhohung in Serum oder
Synovia mit Klinik und CRP passend zur Krankheitsaktivitit.”>* Zudem wurde bei einigen
RA-Patienten ein Polymorphismus im IL-6-Promotor (IL-6-174) detektiert, der mit einer
erhohten Anfilligkeit fiir RA und gesteigerter Aktivitdt der RA einherzugehen scheint und

deshalb einen genetischen Risikofaktor fiir RA darstellen konnte.”
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1.4 Das APRIL-/ BAFF-System
1.4.1 Die TNF- und TNF-Rezeptor- Familie

Liganden der Tumor-Nekrose-Faktor Familie und ihre entsprechenden Rezeptoren spielen
eine essentielle Rolle bei vielen zellinternen biologischen Vorgingen, wie der Immunabwehr,
Entziindungsprozessen, Apoptose, Autoimmunitét, sowie der Entwicklung und Organogenese
des Immunsystems. Einige Liganden binden an diverse Rezeptoren und einige der Rezeptoren
interagieren auch mit verschiedenen Liganden. Diese Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen
sind gewdhnlich sehr spezifisch und hochaffin.®® Die Expression der Liganden und
Rezeptoren der TNF-Superfamilie findet zum GroBteil durch Zellen des Immunsystems
statt.”’

Die Liganden des TNF-Systems sind Typ-II-Transmembranproteine (d.h.: N-Terminus
intrazelluldr). Ausnahmen gibt es beispielsweise bei APRIL, der auch in loslicher Form
exprimiert wird. Einige Liganden, wie zum Beispiel TNF zeigen sowohl in ihrer
membranassoziierten, als auch in ihrer 16slichen Form Aktivitdt. In der Regel handelt es sich
bei den Liganden der TNF-Familie in ihrer biologisch aktiven Form um Homotrimere. Diese
dhneln sich vor allem in den internen aromatischen Resten, wéhrend die Oberflachen wenige
Homologien zeigen, was die Rezeptorselektivitit der einzelnen Liganden erklart™.

Wiéhrend es sich bei einem GroBteil der Rezeptoren des TNF-Systems um Typ-I-
Transmembranproteine (d.h.: N-Terminus extrazelluldir) mit cysteinreichen extrazelluldren
Dominen  handelt®®, gehéren BCMA, TACI und BAFF-R den Typ-llI-
Transmembranproteinen an. Hierbei gibt es breite Variationen, so besitzt der BAFF-Rezeptor
beispiclsweise nur eine partielle cysteinreiche Domine’’. Entsprechend  der
Signalweiterleitung lassen sich die Rezeptoren der TNF-Familie in drei Gruppen unterteilen.
Bei der ersten Untergruppe handelt es sich um die sogenannten Todesrezeptoren, mit der
gemeinsamen Eigenschaft Apoptose induzieren zu kénnen. Ubereinstimmend besitzen diese
Rezeptoren eine homologe intrazellulire circa 80 Aminosduren lange sogenannte
Todesdomine. Beispiele fiir diese Gruppe sind TNF-R1 und Fas (CD95).” Die Mitglieder der
zweiten Untergruppe — dazu gehoren unter anderem RANK, BAFF-R, BCMA und TACI —
interagieren an intrazelluldren Bindungsstellen mit TNF receptor-associated factor (TRAF).
Dies kann zur Aktivierung verschiedenster Signalwege, die zur Aktivierung, Proliferation und
zum Uberleben von Zellen entscheidend sind, fiihren. Beispiele sind die Aktivierung des

nuclear factor kB (NE-kB) oder des c-Jun N-terminale kinase (JNK)-Weges.*
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Schlussendlich gibt es noch eine letzte Gruppe, die sogenannten Scheinrezeptoren (Decoy
Receptor, DcR). Diese sind nach der Bindung von Liganden nicht zur Signaltransduktion in

der Lage.”’
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\ ora
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Abbildung 3: TNF- Superfamilie: Liganden und Rezeptoren (nach *') Die Abbildung gibt Uberblick iiber die
Liganden und Rezeptoren der TNF-Superfamilie. Farbig hinterlegt sind in dieser Abbildung die Liganden und
Rezeptoren des APRIL-/BAFF-Systems.

1.4.2 APRIL und BAFF
Bei APRIL (TNFSF13A) und BAFF (TNFSF13B) handelt es sich um zwei miteinander
verwandte Liganden der TNF-Familie.
A PRoliferation-Inducing Ligand (APRIL) zeigt 30%-ige Homologien zu B cell activating
Factor of the TNF Family (BAFF) oder B Lymphocyte stimulator (BLyS). Benannt wurde
APRIL nach der Fihigkeit Tumorzellproliferation in vitro zu stimulieren.*® BAFF ist wie die
meisten Liganden der TNF-Familie ein Typ-II-Transmembranprotein. Nach Abspaltung von
der Zellmembran kann es jedoch auch als 16sliches Homotrimer oder als Polymer aus 20
Homotrimeren vorliegen.” Hierbei bleiben, wie Untersuchungen der Kristallstruktur ergaben,
die Rezeptorbindungsstellen an der Oberfliche der BAFF 60-mere exponiert und somit fiir
Rezeptor-Interaktionen  zuginglich.”* Biologisch aktives APRIL (Trimer) wirkt als
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sezernierter Faktor, nachdem es intrazellular im Golgi-Apparat durch die Furin-Convertase
modifiziert wird.” Es existiert jedoch auch eine membrangebundene Form von APRIL, der
sogenannte TWE-PRIL (TNFSF12-TNFSF13). Dabei handelt es sich um ein aus APRIL und
TNF-related weak inducer of apoptosis (TWEAK, auch: TNFSF12) fusioniertes Protein - eine
Verbindung, die biologisch aktiv ist, {iber deren physiologische Funktion jedoch wenig
bekannt ist.”® Zudem wurden Heterotrimere aus BAFF und APRIL beschrieben.’” Diese
wurden im Serum von Patienten mit rheumatischen Erkrankungen gefunden.”® APRIL und
BAFF werden in erster Linie durch Zellen der angeborenen Immunabwehr (neutrophile
Granulozyten, Makrophagen, Monozyten und dentritische Zellen) gebildet. Gesteigerte
Bildung der Liganden findet in Gegenwart von Interferon-a, Interferon-y, Interleukin-10,
bestimmten aktivierten Toll-like Rezeptoren®, sowie G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor)40 statt. Zudem konnen auch T-Zellen, aktivierte B-Zellen und B-CLL-Zellen APRIL
und BAFF produzieren.*’ AuBerdem gibt es eine ganze Reihe an nicht himatopoetischen
Zellen, die APRIL und BAFF exprimieren. Unter anderem z&hlen dazu auch
fibroblastendhnliche Synoviozyten aus der Synovialmembran von Patienten mit rheumatoider
Arthritis.*?, Speicheldriisenepithelzellen von Patienten mit Sjogren-Syndrom®, Epithelzellen

44,45

der Tonsillen und Atemwege***’, Zytotrophoblasten der Placenta*® und Adipozyten und

Karzinomzellen der Mamma®*’ sowie Osteoklasten bei Patienten mit multiplem Myelom™ und

Astrozyten bei Patienten mit priméren ZNS-Lymphomen oder multipler Sklerose.**°

1.4.3 Die Rezeptoren von APRIL und BAFF

APRIL und BAFF binden beide an zwei Rezeptoren der TNF-Superfamilie: B cell maturation
antigen (BCMA; TNFRSF17) und transmembrane activator and cyclophilin ligand interactor
(TACI; TNFRSF13B). Zudem bindet BAFF mit hoher Affinitdt an einen eigenen Rezeptor,
den BAFF-Rezeptor (BAFF-R; BR3; TNFRSF13C), wihrend APRIL zusétzlich {iber seine
positiv geladenen basischen Aminosduren mit Heparinsulfat Proteoglycanen (HSPGs)
interagiert.”' Das HSPG-gebundene APRIL ist biologisch aktiv.** BAFF bindet BCMA mit
geringerer Affinitét als BAFF-R und TACI, wéhrend APRIL BCMA mit hoherer Affinitét als
TACI bindet.”* Exprimiert werden die Rezeptoren von APRIL und BAFF in erster Linie von
B-Zellen.” In vitro Versuche mit Heterotrimeren aus BAFF und APRIL zeigten, dass diese
am ehesten mit TACI interagieren.”® TWE-PRIL scheint die gleichen Rezeptoren wie APRIL

zu binden.**
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Abbildung 4: Interaktionen von APRIL und BAFF mit ihren Rezeptoren (nach *') Die Abbildung gibt einen
schematischen Uberblick iiber die verschiedenen Formen in denen APRIL (a proliferation-inducing ligand) und
BAFF (B cell activating factor) vorliegen sowie iiber die Rezeptoren mit denen sie interagieren: TACI
(transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor), BCMA (B cell maturation
antigen) und BAFF-R (BAFF receptor). APRIL liegt als freies Zytokin im Plasma vor, jedoch auch in einer
membrangebundenen Form (TWE-PRIL) und auBlerdem an HSPG (heparan sulphate proteoglycan) gebunden.
APRIL bindet an TACI und BCMA. Zudem kann TACI ebenfalls mit HSPG interagieren. BAFF wird als
membrangebundenes Protein synthetisiert und durch proteolytische Spaltung - als Homotrimer - freigesetzt.
Zudem existiert es durch Oligomerisierung von 20 Trimeren auch als BAFF 60-mer. BAFF interagiert mit
BAFF-R, TACI und schwach auch mit BCMA.

Zusétzlich zur Bindung von APRIL und BAFF interagiert TACI — &hnlich wie APRIL -
zusitzlich mit HSPGs, in erster Linie mit Syndekan 255, das auf der Oberfliche

mesenchymaler Zellen, aktivierter Makrophagen und Antikorper-produzierender Zellen

56,41
d.”™

exprimiert wir In vitro Versuche mit — von B-Zellen, Monozyten und dendritischen

Zellen exprimiertem — TACI, zeigten, dass einzelne 16sliche APRIL- und BAFF-Trimere zwar

TACI binden, jedoch nicht aktivieren kénnen. Zur Aktivierung sind Multimere wie HSPG-

58,59,60

gebundener APRIL*'®”, BAFF-60mere oder membrangebundene Liganden nétig. Diese

1

Beobachtung ldsst sich durch die weitere Signaltransduktion erkliren.”’ Wie bereits

beschrieben interagiert die Gruppe von TNF-Rezeptoren, zu denen auch TACI (und BCMA
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und BAFF-R) gehort, mit sogenannten TNF-Rezeptor-assoziierten Faktoren (TRAFs). Dabei
handelt es sich um intrazelluldre Trimere, die mit jeder ihrer drei Untereinheiten mit einer
intrazelluldren Bindungsstelle eines Rezeptors (wie TACI, BCMA und BAFF-R) interagieren
konnen. Die Affinitdt von TRAFs fiir monomere Rezeptoren ist gering. Die Bindungskraft
steigt jedoch, wenn ein TRAF-Trimer an drei durch Liganden gebundene Rezeptoren bindet.'
Mit TACI interagieren TRAF2 und TRAF6. Wenn mindestens zwei benachbarte TRAF-
Trimere auf diese Weise — also durch mindestens sechs Liganden-bindende TACIs —

gebunden sind, wird der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert.®*

APRIL
HSPG-gebunden

TRAF2 \
oder l I I I

TRAF6 \ /

klassischer NF-kB Weg

Abbildung 5: Interaktion von APRIL und BAFF mit TACI (nach *') Nur wenn zumindest je zwei APRIL-
oder BAFF-Trimere an insgesamt sechs TACIs binden, kommt es zur weiteren Signaltransduktion. Das heifit
Voraussetzung zur Aktivierung sind entweder membrangebundene Liganden, HSPG-gebundenes APRIL oder
BAFF-60mere. Die sechs Liganden-bindenden TACIs interagieren mit wiederum zwei benachbarten
intrazelluldren TRAF-Trimeren (TNF-Rezeptor assoziierte Faktoren). Im Fall von TACI handelt es sich dabei
um TRAF2 und TRAF6-Molekiile. Aus dieser Bindung resultiert ein positives Signal, die Aktivierung des
klassischen NF-«xB Weges.

Neben CD-27 positiven B-Gedichtniszellen exprimieren auflerdem noch Plasmazellen (aus

Tonsillen und Knochenmark), eine kleine Gruppe naiver B-Zellen in Blut und Tonsillen®

sowie Monozyten und dendritische Zellen den Rezeptor TACL.*”%°

Uber TACI vermittelt wird eine T-Zell-unabhiingige Immunantwort und daraus folgend ein
positiver Effekt auf die Differenzierung von Plasmazellen.**

AuBerdem vermittelt TACI iiber noch unklare Mechanismen eine generelle Hemmung der B-
Zell-Aktivierung.®’,°° Beteiligt daran ist eventuell eine TACI-getriggerte Senkung des BAFF-

Spiegels und damit verbunden eine verringerte BAFF Wirkung iiber den BAFF-R.%’
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Im Gegensatz zu TACI konnen sowohl BAFF-Trimere als auch BAFF-60-mere zur
Signalweiterleitung iiber den BAFF-R fiihren.”® BAFF-R bindet TRAF3 und induziert dessen
Abbau.®® TRAF3 wiederum interagiert ansonsten mit der NF-kB-induzierenden Kinase (NIK)
und vermittelt deren Degradation. Die NIK wiederum ist Voraussetzung fiir die Aktivierung
des alternativen NF-kB Weges.” In Anwesenheit von BAFF wird also die TRAF3 getriggerte
Hemmung des alternativen NF-kB-Weges aufgehoben.” Die aktive NIK hat den Umbau von
p100 zu p52 zur Folge. Die Translokation von p52 in den Nucleolus vermittelt Zell-Uberleben
durch die Induktion von Mcl-1 und Pim2, durch die wiederum die Transkription pro-
apoptotischer Gene (Bad und Bim) gehemmt wird.”"’"”* Es resultiert in erster Linie ein
vermehrtes Uberleben von B-Zellen.”” Der BAFF-R wird mit Ausnahme von Plasmazellen
des Knochenmarks von allen B-Zell-Populationen exprimiert.”> Zudem findet man BAFF-R
auf T-Zellen v.a. nach deren Aktivierung.” Hauptsichlich moduliert BAFF iiber BAFF-R-
Aktivierung die B-Zell-Reifung, Toleranzentwicklung und das Uberleben peripherer B-

Zellen.”>’¢

BAFF-
Trimer

I_I alternativer NF-kB Weg

Abbildung 6: Interaktion von BAFF mit BAFF-R (nach *') Zur Aktivierung einer BAFF-R getriggerten
Signaltransduktion gentigen BAFF-Trimere. Der Liganden-gebundene BAFF-R bindet intrazellulir TRAF3 und
induziert damit dessen Abbau. Damit wird die —durch freies nicht gebundenes TRAF3 vermittelte —Hemmung
des alternativen NF-kB-Weges aufgehoben.
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Wie Studien mit APRIL- und/oder BAFF-defizienten Mausen zeigen, aktiviert BAFF auch
BCMA, wenn auch mit geringerer Affinitit als APRIL. Die Reduktion BCMA-abhéngiger
Plasmazellen im Knochenmark bei gleichzeitigem Fehlen von BAFF und APRIL, kann bei
selektiver Abwesenheit von BAFF oder APRIL nicht beobachtet werden.”””® BCMA wird in
erster Linie von Plasmazellen aus Tonsillen, Milz und Knochenmark exprimiert.”> Obwohl
beim Verstédndnis der Rolle von TACI und BAFF-R jiingst viele Fortschritte gemacht wurden,
bleibt der Signalweg, iiber den via BCMA das Uberleben von Plasmazellen vermittelt wird,
unklar.”” Bekannt ist, dass auch die Bindung der Liganden an BCMA zu einer TRAF-
vermittelten (TRAF2, TRAFS und TRAF6) NF-kB-Aktivierung fiihrt. Aulerdem gibt es bei
BCMA (als einzigem der drei Rezeptoren) Hinweise auf eine Aktivierung des INK-Weges'
und dariiber vermittelt auf die Aktivierung von Antigen-Prisentation durch B-Zellen.** Bei
der Untersuchung menschlicher BCMA-mRNA wurden vier verschiedene — durch alternatives
Spleilen entstandene — Kopien differenziert. Bei den Varianten konnte es sich neben dem
bekannten membranstindigen BCMA auch um ein 16sliches BCMA (mit fehlendem Exon 2
und damit fehlender Transmembrandoméne), mit Koderfunktion, handeln. Eine dritte
Variante, mit Verkiirzung des Exon 1, konnte eine verdnderte APRIL/BAFF-Bindung zur
Folge haben. Bei der vierten Variante ist dahingegen die — fiir die intrazelluldre Doméne
kodierende — Erbinformation verdndert. Daraus konnte eine BCMA-Variante mit
modifizierter Signaltransduktion resultieren.®'*> Ob diese Splicevarianten als biologisch
aktive Rezeptoren wirken und eine Rolle in Bezug auf die Interaktion mit APRIL und BAFF
spielen, ist noch unklar.”> Zudem wurde in einigen B-Zell-Linien eine Antisense-BCMA-
RNA gefunden, deren Vorkommen moglicherweise eine regulierende Grofie bei der BCMA-

Exprimierung sowie bei der BCMA-abhéngigen Signaltransduktion sein konnte.®

1.4.4 APRIL, BAFF und Autoimmunitat

APRIL und BAFF sind nun seit eineinhalb Jahrzehnten bekannt.’*** Seither wurden viele
Arbeiten iiber ihre Rolle bei Autoimmunerkrankungen verdffentlicht. Schon friih wurde eine
Verbindung zwischen BAFF, APRIL, BCMA und Autoimmunitit deutlich, da in
tierexperimentellen Studien, aber auch bei Patienten mit SLE, Sjégren Syndrom und
rheumatoider Arthritis auffillig hohe BAFF-Konzentrationen mit einer gesteigerten Anzahl
peripherer autoreaktiver B-Zellen, vermehrter B-Zell-Aktivierung und erhdhten
Autoantikorperspiegeln einher gingen.****% AuBerdem zeigte sich eine Steigerung der

BCMA-Expression auf PBMCs (mononukledren Zellen des peripheren Blutes) bei Patienten
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mit Sjégren Syndrom und rheumatoider Arthritis.”* Eine Assoziation mit vermehrter Bildung
der Rezeptoren fiir BAFF und APRIL auf B-Zellen scheint jedoch nicht fiir alle
Autoimmunerkrankungen zu gelten. Bei Patienten mit Myasthenia gravis oder Multipler
Sklerose beispielsweise alternieren die Rezeptorzahlen nicht im Vergleich zu gesunden

Kontrollgruppen.*’

Es interagieren im Rahmen von Autoimmunerkrankungen nicht nur B-Zellen mit BAFF und
APRIL und exprimieren deren Rezeptoren. Ebenfalls wurde eine APRIL-Stimulierbarkeit und
BCMA-Expression von fibroblastenartige Synoviozyten bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis beschrieben. Aulerdem wurde gezeigt, dass diese FLS APRIL und BAFF bilden,
jedoch keinen BAFF-R oder TACI besitzen, was darauf schlieBen lassen konnte, dass nicht
BAFF sondern APRIL der primire Ligand ist, der mit den Synoviozyten interagiert."”

AuBlerdem miissen APRIL und BAFF nicht zwangsldufig parallel bei Autoimmun-
erkrankungen erhoht sein. Eine Studie, die sich mit BAFF/APRIL-Heterotrimeren befasst hat,
fand beispielsweise im Serum von SLE-Patienten sowohl BAFF als auch APRIL als auch
APRIL/BAFF-Heterotrimere im Vergleich zu Gesunden signifikant erhoht, widhrend im
Serum von Patienten mit RA signifikant hoheres APRIL gemessen wurde, nicht aber erhdhtes

BAFF oder Heterotrimere.”

Priklinische Untersuchungen des therapeutischen Nutzens von BAFF- und APRIL-
Antagonisierung bei Mausen mit SLE-dhnlichem Syndrom hatten eine Reduktion der B- und
Plasmazellzahlen zur Folge. Dabei wurde die Auswirkung selektiver BAFF-Blockade (durch
BAFF-Rezeptor-Ig) mit der kombinierten Blockierung von BAFF und APRIL verglichen
(durch TACI-Ig). Die kombinierte Hemmung ergab — zusitzlich zur Verringerung der B-
Zellzahl und reduzierter T-Zell-Aktivierung — eine Erniedrigung der Serumspiegel von IgM-
Antikorpern, erniedrigte Plasmazellzahlen in der Milz sowie eine Hemmung der IgM-
Reaktion auf T-Zell abhingiges Antigen.”' Die Ergebnisse solcher Studien stellten den
Beginn zur Entwicklung von BAFF- (und APRIL-)Antagonisten als wirksame Therapeutika
bei Autoimmunerkrankungen dar, bei denen man sich einen positiven Effekt durch eine
Reduktion neu aktivierter B-Zellen erwartet.”

»Mit Belimumab erfolgte im Juli 2011 die europdische Zulassung eines monoklonalen

Antikorpers gegen den B-Lymphozytenstimulator BLyS als ,Zusatztherapie bei erwachsenen
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Patienten mit aktivem, Autoantikdrper-positiven systemischen Lupus erythematodes, die trotz
Standardtherapie eine hohe Krankheitsaktivitit (z.B. positiver Test auf Anti-dsDNA-
Antikorper und niedriges Komplement) aufweisen® (Zulassungstext).” (Deutsche Gesellschaft
fir Rheumatologie e.V.)”> Jedoch schreibt das IQWiG (Institut fir Qualitit und
Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen) am 02.05.2012 in einer Pressemitteilung nach
Uberpriifung des Zusatznutzens des Wirkstoffs gemidB AMNOG: ,,Demnach gibt es keine
Belege fiir einen Zusatznutzen von Belimumab. Denn der Hersteller hat in seinem Dossier

keine fiir die Bewertung des Zusatznutzens relevanten Studien vorgelegt.”

In Bezug auf den
Einsatz bei RA sind Ergebnisse einer Phase II-Studie noch ausstehend.

Bei Atacicept — einem zweiten noch experimentellen Arzneimittel — handelt es sich um TACI-
Ig. Atacicept bindet sowohl APRIL als auch BAFF und hemmt so B-Zell-Reifung,
Differenzierung und Uberleben sowie die Immunglobulinproduktion, durch den Vorenthalt
von Wachstums- und Entwicklungsfaktoren.94

Dieses Medikament ist nicht zugelassen und befindet sich derzeit in Studien zum Einsatz bei
beispielsweise SLE oder RA. Zwei Phase-II-Studien zum Einsatz von Atacicept bei RA
wurden 2011 verdffentlicht. Die eine, eine randomisierte, placebokontrollierte Studie zur
Dosisfindung an Patienten mit RA und einer inaddquaten Reaktion auf TNF-Antagonisten,
zeigte biologische Auswirkungen. Atacicept senkte zwar den Immunglobulintiter und den RF-
Spiegel signifikant, nicht aber den anti-CCP-Antikorpertiter. Jedoch konnte kein
nennenswerter klinischer Effekt der Therapie, gemessen am CRP, beobachtet werden.”” Die
zweite, eine ebenfalls randomisierte placebokontrollierte Studie, diesmal bei Patienten mit RA
und inaddquater Reaktion auf Methotrexat, bestdtigte diese Beobachtung. Die erwarteten
biologischen Effekte traten ein (unter anderem wurden unter Atacicepttherapie auch
niedrigere Spiegel reifer B-Zellen und Plasmazellen gemessen), nicht jedoch die klinischen.”
Eine endgiiltige Bewertung der Therapieansitze ist demnach zum momentanen Zeitpunkt

noch nicht moglich.
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1.5 Zytokin-induzierte und neuroendokrine Einfliisse auf den RA-Verlauf

1.5.1 Cortisol und RA

Glukokortikoide besitzen antiallergische, antiphlogistische und immunsuppressive Wirkung,
durch Hemmung der Freisetzung von Leukotrienen, Prostaglandinen, proinflammatorischen
Zytokinen (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF), der klonalen T-Zell-Proliferation, der T-Zell-
Aktivitit und der Infiltration mit Entziindungszellen. Die Mechanismen sind meist auf
Tranksriptionsebene lokalisiert und beinhalten beispielsweise die Steigerung der Expression
von B-Rezeptoren oder die Hemmung der Bildung von COX-2, PLA,, Osteocalcin, IL-2, NF-
«B oder AP-1.”

Bei RA-Patienten wird eine im Vergleich zum eigentlichen Bedarf aufgrund der hohen
Entziindungsaktivitit inaddquat niedrignormale Tétigkeit der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenachse beobachtet.”® Die endogene Cortisolproduktion unterliegt einer zirkadianen
Rhythmik mit einem Punctum maximum in den Morgenstunden. Verdnderungen des
zirkardian-abhingigen Metabolismus und der Sekretion endogenen Cortisols sind
wahrscheinlich mitverantwortlich fiir tageszeitliche Schwankungen (Morgensteifigkeit und
Schmerzmaximum in den Morgenstunden) im Erkrankungsverlauf der RA.”

Kendall und Reichstein isolierten 1935 Cortison aus der Nebenniere und Hench, ein
befreundeter Arzt, applizierte dies 1948 erstmals einer Patientin mit schwerem Rheuma, die
darauthin schmerzfrei wurde. Gemeinsam erhielten die drei dafiir 1950 den Nobelpreis fiir
Medizin.'"” Seither werden Glukokortikoide zur systemischen und lokalen Therapie bei RA

eingesetzt.

1.5.2 Sexualhormone und RA

Sowohl die Beobachtung, dass Frauen von RA deutlich hiufiger betroffen sind als Ménner,
als auch ein Anstieg der Inzidenz von RA bei Frauen in den postmenopausalen Jahren, legen
die Vermutung einer hormonellen Beteiligung nahe.'”’ Genauer betrachtet scheint bei RA-
Patienten das Gleichgewicht an Sexualhormonen verschoben, gekennzeichnet durch erhdhte

1192193 Eine aktuelle Studie berichtet bei Minnern

Ostrogen- und erniedrigte Androgenspiege
iiber niedrige Testosteronspiegel als pradiktiven Faktor speziell fir RF-negative RA.'"
Versuche mit RA-FLS zeigten, dass Dihydrotestosteron via Androgenrezeptor-abhingiger
NF-kB-Aktivierung die IL-la- oder TNF-induzierte Produktion proinflammatorischer
Zytokine (IL-8, IL-6, IL-1B) hemmt.'” Estradiol (E2) hingegen wird eine duale Rolle

zugeschrieben. Wihrend E2 bei Gesunden in Zusammenhang mit FLS protektive Wirkung
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aufs Gewebe hat (gesteigerte Bildung von FGF und Osteoprotegerin; Herunterregulierung von
MMPs), zeigt sich in RA-FLS durch E2 eine Stimulation des proinflammatorischen Zytokins
IL-6 (in Gegenwart von IL-1p).'% AuBerdem hemmt E2 in RA-FLS Apoptose und fordert
eine CCL13 (Chemokine (C-C motif) ligand 13) Uberproduktion.'”” Gleichzeitig scheint aber
auch ein reduzierter E2-Spiegel (Menopause) mit vermehrtem Auftreten der Krankheit
assoziiert.'”! Ovarektomierte SKG-Miuse (Tiermodell zur RA'®) zeigten schwere Arthritis
und Knorpelzerstorung mit erhéhten TNF-o- und IL-6-Serumspiegeln. Im Gegensatz dazu
zeigten Ostrogenbehandelte Miuse eine Suppression der Arthritis ohne Knochenabbau, mit
wenig Synovialhyperplasie, wenig Immunzellinfiltration und verminderten TNF-o- und IL-6-

Serumspiegeln. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Progesteronbehandlung.'”’

1.5.3 Sympathikus und RA

Die neuroendokrine Antwort auf einen Entziindungsprozess, vermittelt durch sensorische oder
zytokingesteuerte (z.B. IL-6 getriggerte) Stimulation der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse und des sympathischen Nervensystems, beinhaltet initial die
Bereitstellung wichtiger Ressourcen (Fett- und Aminosduren, Glukose sowie Immunzellen
und Matrixmetalloproteinasen) zur Inflammationsabwehr. Der sympathische Neurotransmitter
Noradrenalin {ibt eine Chemoattraktion auf Zellen der angeborenen Immunitit aus und
provoziert eine IL-8-Produktion in Monozyten und Fibroblasten.' "

Das sympathische Nervensystem bewirkt tiber o;- und o,-Rezeptoren eher
proinflammatorische Effekte, wihrend es via P,-Rezeptoren beispielsweise durch direkte
Hemmung von TNF-Sekretion zu antiinflammatorischer Wirkung kommt.''""'%!% Aych die —
iiber die jeweiligen adrenergen Rezeptoren vermittelte — Kreislaufwirkung hat
rezeptorabhéngig einen gesteigerten oder gehemmten Transport von Immunzellen durch das
Lymph- und Blutsystem zur Folge. Es iiberwiegt in frithen Phasen der Entziindung eher die
proinflammatorische und in spéteren Phasen der Entziindung sowie bei chronischen
Entziindungen die antiinflammatorische Wirkung des sympathischen Nervensystems. Die
Wirkung des Sympathikus auf Immunzellen ist hierbei zum einen abhédngig von der
Neurotransmitterkonzentration, die wiederum mit der lokalen Aktivitdit und Dichte der
Nervenfasern korreliert. Zum anderen steht sie in Zusammenhang mit der Rezeptordichte und
-art, die die jeweiligen Immunzellen tragen. Diese regulatorischen Parameter sind auch bei

Patienten mit RA verindert.''”
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1.5.4 Das Endocannabinoidsystem und RA

Zum endogenen Cannabinoid-System gehdren die Cannabinoidrezeptoren CB; und CB; und
ihre natiirlichen Liganden: Anandamide (AEA; Arachidonylethanolamid; mit hdherer
Selektivitit fiir CB;), 2-Arachidonylglycerol (2-AG; mit hoherer Selektivitit fiir CB,) und
Palmitoylethanolamid (PEA).'” Uber das Endocannabinoidsystem wird zum einen
Neurotransmitterfreisetzung im ZNS gesteuert (v.a. iiber CB;-R)''* und zum anderen eine
periphere Immunmodulation bewirkt (v.a. iiber CB»-R)'"”.

Positive Auswirkungen hat eine Aktivierung des Endocannabinoidsystems auf Erkrankungen
autoimmuner Genese durch Hemmung von Zellmigration, Zytokinproduktion sowie
Apoptosesteigerung. Sowohl bei OA- als auch bei RA-Patienten finden sich auf FLS CB;-
und CBj-Rezeptoren und in der Synovialfliissigkeit AEA und 2-AG, nicht jedoch bei
gesunden Patienten, bei denen sich wiederum im Vergleich héhere PEA-Spiegel finden.''®
Eine AEA-Behandlung von RA-FLS bringt eine Reduktion der durch IL-1-induzierten IL-6-
und MMP-3-Menge (miindliche Kommunikation T. Lowin). Die Hemmung der FAAH (fatty
acid amide hydrolase), dem primédren Abbauenzym von AEA, fiihrt in Versuchen mit CIA-
Miusen (Kollagen induzierte Arthritis; Tiermodell der RA''") zur geringeren Ausprigung der
Krankheit und damit zur Schmerzreduktion. Weitere Differenzierung im Versuchsaufbau gab
Hinweis darauf, dass via CB,-Rezeptor-Aktivierung das Krankheitsausmal und via CB;-
Rezeptor-Aktivierung die Hyperalgesie reduziert wird.''® Bisher ist in Deutschland seit 2011
Nabiximol (Sativex®), ein THC und Cannabidiol enthaltender Arzneistoff, zur Behandlung
von MS-Patienten zugelassen. In einer Studie bei Patienten mit RA-bedingten Schmerzen

reduzierte das Medikament im Placebovergleich die Krankheitsaktivitit.'"*

1.6 Osteoarthritis (OA)

Unter Arthrose = Osteoarthritis (OA) versteht man einen iibermiBigen Gelenkverschleifl mit
daraus folgender steriler Entziindungsreaktion, deshalb ,arthritis“. Sie ist die weltweit
hdufigste Gelenkerkrankung. In Deutschland ist am hiufigsten das Kniegelenk betroffen
(Gonarthrose). Radiologisch typische Zeichen sind die subchondrale Sklerosierung,
Gelenkspaltverschmilerung, Osteophyten und Ger6llzysten. Eine langfristige Therapieoption
ist der Gelenkersatz mittels Endoprothese. In wissenschaftlichen Arbeiten wird die OA hiufig

zum Vergleich mit rheumatoider Arthritis herangezogen.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Bei rheumatoider Arthritis handelt es sich um eine Erkrankung mit sozio6konomisch
bedeutenden Auswirkungen, die sich nur durch ein multimodales Krankheitskonzept erkldren
lasst. Eine pathogenetische Rolle spielen komplexe Interaktionen von Immunzellen,
verschiedensten Zytokinen, endokrinen und neurogenen Einfliissen. Diese verschiedenen
Akteure im vielschichtigen Zusammenspiel bilden aber bei ausreichendem Verstindnis der
Zusammenhdnge auch die Grundlage fiir die Entwicklung neuer Therapieansitze.

Da bereits gezeigt wurde, dass FLS unter bestimmten Bedingungen zumindest BCMA
exprimieren, beschiftigt sich diese Arbeit mit der Frage nach Effekten einer APRIL-
Stimulation auf FLS von Patienten mit RA. Aufgrund der bekannten Aktivierung des NF-xB-
Signalweges durch BCMA wird als Readout die IL-6-Bildung durch FLS verwendet. Als
Vergleich dienen FLS von OA-Patienten. Um die Auswirkungen des komplexen
Zusammenspiels neuroendokriner Faktoren (Steroidhormone, Sympathomimetika und
Liganden des Endocannabinoidsystems) und APRIL zu untersuchen, werden des Weiteren
entsprechend kombinierte Stimulationsversuche durchgefiihrt. Von vorrangigem Interesse
dabei ist, ob eventuell gefundene - durch APRIL induzierte - Effekte durch neuroendokrine

Faktoren unbeeinflusst bleiben, sich potenzieren oder eventuell auftheben lassen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patienteneigenschaften

Zum Einsatz kommen FLS von Patienten mit OA und RA. Gewonnen werden diese aus
Gewebe (s.u.), das beim FEinsatz einer Knie-TEP (Totale Endoprothese) vom erkrankten
Kniegelenk routinemifig entfernt wird. Hierfiir gibt es eine Zusammenarbeit mit dem
Asklepios Klinikum Bad Abbach (Orthopédie, Prof. Grifka). Es wurden FLS von 15 OA- und
13 RA-Patienten untersucht (Tabelle 3). In beiden Gruppen sind es iiberwiegend Frauen
(Tabelle 3). Die operierten Rheumapatienten sind im Durchschnitt ca. acht Jahre jiinger, als
die Arthrosepatienten (priest = 0,046). In Bezug auf den BMI ergab sich zwischen den beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied (Es handelt sich jeweils im Mittel um Adipositas
Grad L.). In Bezug auf die Entziindungsparameter unterscheiden sich die Gruppen kaum in der
Hohe der Leukozyten, die Rheumapatienten zeigen jedoch signifikant hohere CRP-Werte als
die Arthrosepatienten (Pmann-whitney-U-test = 0,004). Sowohl die RA-, als auch die OA-Patienten
wurden mit NSARs schmerztherapiert. Ansonsten wurden die RA-Patienten mit der typischen
Medikation bei RA (siehe 1.1.2) behandelt, nicht jedoch die OA-Patienten.

Zum Uberblick: siehe Tabelle 3.

Tabelle 3: Patienteneigenschaften

Anzahl Geschlecht Alter BMI Entziindungsparameter Therapie

3 CRP  Leukozyten
9 6\ kA.| [Jahre] [kg/m’] [mg/dl] ‘ [*¥10°/1]

72 34,25 2,6 7,2 10 0 0
(sD:10,0)| (SD:7.1) | (SD:2.5) (SD: 2,6) (2kA) (2kA) (2kA)
64,25 31,76 13,0 73 11 10 9 3
RA R | 10 ‘ 2 ‘ 1 | (SD?8,9) (SD:’ 7,3) | (sD: f3,9) (SD:’ 1.2) | (1kA) | (1kA) | (1kA) ‘ (1kA)

NSAR Steroide DMARD | Biologika

(Angaben entweder als Absolutwerte oder als arithmetisches Mittel; SD: Standardabweichung; k.A.: keine Angaben)

2.1.2 Chemikalien

Zellgewinnung

Tabelle 4: Zellgewinnung

_——e—e—e—e—e——e—e—e——————————
Liberase TM Research Grade Purified
Roche

Enzyme Blends
Erythrozyten-Lysepuffer QUIAGEN

PBS (steril) (Phosphate Buffered Saline) SIGMA-ALDRICH®
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Zellkultur

Tabelle 5: Chemikalien fiir Fibroblastenmedien

Amphotericin SIGMA-ALDRICH"
FCS (10%) (fetal bovine serum) SIGMA-ALDRICH"
Hepes Buffer SIGMA-ALDRICH"
L-Glutamine SIGMA-ALDRICH"
P/S (Penicillin/Streptomycin) SIGMA-ALDRICH"
RPMI 1640 Medium (hell) SIGMA-ALDRICH"
RPMI 1640 Medium (rot) +L-Glutamin | SIGMA-ALDRICH®

Tabelle 6: Eingesetzte Fibroblastenmedien

Fibroblastenmedium Fibroblastenmedium Fibroblastenmedium

mit Phenolrot ohne Phenolrot ohne Phenolrot und ohne FCS
RPMI 1640 (rot) RPMI 1640 (hell) RPMI 1640 (hell)

» 55 ml verwerfen » 70ml verwerfen » 20 ml verwerfen

+ 5ml P/S Sml P/S + 5ml P/S

+ 50ml FCS (10%) 50ml FCS (10%)

+ 500ul Amphotericin 500ul Amphotericin + 500ul Amphotericin

5ml Hepes + 5ml Hepes
10ml L-Glutamin + 10ml L-Glutamin

Tabelle 7: Zellsplitten

Trypsin-EDTA-Losung ' SIGMA-ALDRICH"®
PBS (steril) (Phosphate Buffered Saline) SIGMA-ALDRICH®
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Behandlungen/Stimulantien

Tabelle 8: Behandlungen/Stimulantien

AEA (Anandamide)

APRIL (a proliferation-inducing ligand)
HumanCD257 (Bcell activating Factor)
Clonidin (a2-Agonist)

Cortisol

CP 47.497 (CB,-R-Agonist)

DHT (Dihydrotestosteron)

DPN (ER-B-Agonist)

E2 (Estradiol)

GP-10 (CB,-R-Agonist)

IL-1B

Isoproterenol (B-Agonist)

JNJ 1661010 (FAAH-Inhibitor)

JTE 907 (inverser CB,-R-Agonist)
Nilutamide (Androgen-R-Antagonist)
0-1609 (Cannabidiolanalogon)

PPT (ER-a-Agonist)

Progesterone

Rimonabant (CB1-R-Antagonist)

TNF

TOCRIS bioscience
Abcam®

eBioscience
SIGMA-ALDRICH®
SIGMA-ALDRICH®
TOCRIS bioscience
SIGMA-ALDRICH®
TOCRIS bioscience
SIGMA-ALDRICH”
TOCRIS bioscience
PromoCell”
SIGMA-ALDRICH®
TOCRIS bioscience
TOCRIS bioscience
TOCRIS bioscience
TOCRIS bioscience
TOCRIS bioscience
SIGMA-ALDRICH”
Cayman CHEMICAL®

PromoCell®

I1L-6 ELISA
Tabelle 9: Human IL-6 ELISA

Human IL-6-ELISA - KIT

BD Biosciences-Pharmingen®, San Diego

Capture Antibody (1mg/ml)
Detection Antibody Avidin
Detection Antibody Biotin

Standard (in 1 ml Aqua dest.)

Purified Anti-Human IL-6

Enzyme Reagent SAv HRP

Anti Human IL-6

Recombinant Human IL-6 Lyophilized Standard
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Tabelle 10: Losungen fiir den IL-6-ELISA

Coating Buffer
C ]
2L Aqua dest.
8,40g NaHCO;  MERCK"
3,56g Na;CO; MERCK"

Wash Buffer

2L Aqua dest.
1 Tabl. PBS ' SIGMA-ALDRICH®

Iml Tween-20 AppliChem®

Blockl6sun (10-fach PBS: 41 Aqua dest. + 320g NaCl (ROTH®) + 8¢
KCL (MERCK®) + 8g KH,PO, (MERCK®) + 56,96g
| Na,HPO, (MERCK™))

SIGMA-ALDRICH®

20ml PBS (1fach)
2ml FCS

Substrat Solution (TMB)

1 Tabl. TMB-Dihydrochlorid SIGMA-ALDRICH"

10ml Phosphat-Citrat-Puffer ®
SIGMA-ALDRICH

(1 Tabl. Auf 200ml H,0)

10 ul 30% H,0, MERCK"

Stoppldsung

946ml Aqua dest.

54ml 96%ige H,SO,4 MERCK"™

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien

96-Well-Platten - Cell Culture Plate = CoStar®

BD Falcon Tubes 50ml/15ml
Bechergldser/Flaschen diverse
Cell Culture Dish
Einzelstreifen fiir ELISA
Eppendorf Cups diverse

BD Biosciences
biochrom/ BRAND®
CORNING®

Nunc MaxiSorp®
Eppendorf

34|Seite



Falcon Cell Strainer 70um Nylon
Pipettenspitzen diverse
Schraubbecher mit Deckel
Skalpelle

BD Biosciences-Pharmingen
Eppendorf

SARSTEDT

Feather disposable Scalpel

Stripette 5/10/25/50ml CoStar”™
Zell-Kultur-Flaschen 25¢cm?/75¢cm® | CORNING®
2.1.4 Gerite

Tabelle 12: Geriite

Accu jet (Motorpipettierhilfe) BRAND®

ELISA-Reader
Inkubator 37°C
Kiihlschrank 4°C
Lichtmikroskop
Pipetten: diverse GroBen,

Multipipetten, Transferpipetten
Schiittler 37°C

Sterilbank
Vakuumpumpe
Vortex Mixer
Wasserbad

Zentrifugen

Emax® Molecular Devices
Heraeus instruments
Liebherr

LEICA DM IRB

Eppendorf; BRAND®

Stuart Schiittelincubator Gyro-Rocker

Heraeus instruments
KNF Laboport®
neolab

Julabo SW-20C

Heraeus Biofuge Fresco und Heraeus Megafuge 1.0

2.1.5 Software

Tabelle 13: Software

Citavi

Microsoft Excel
Microsoft PowerPoint
Microsoft Word
SigmaPlot

SoftMax

3, Swiss Academic Software GmbH
2010

2010

2010

11.0, Systat Software
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellgewinnung

Alle folgenden Arbeitsschritte zur Zellgewinnung erfolgen in steriler Umgebung mit sterilen

Materialien. Das Synovialgewebe wird direkt aus dem OP, unmittelbar nach Entnahme, in

PBS, auf Eis zur Weiterverarbeitung ins Labor transportiert. Der Zeitraum zwischen

Entnahme und Verarbeitung betrdgt ca. eine Stunde.

1.

10.

Das Gewebestilick wird aus der isotonen Fliissigkeit entnommen und mittels Skalpell,
in steriler Atmosphdre, auf entsprechender Unterlage (z.B. Petrischale), ziigig
weitestgehend zerkleinert.

Der Gewebebrei wird in ca. 25ml entsprechend verdiinnte Liberase (Rekonstitution
des Lyophylisats mit sterilem Wasser (5Smg + 2ml H,O = 13 Wiinsch untis/ml = 2,5
mg/ml); 1:50 mit PBS weiterverdiinnen = 0,26 Wiinsch units (Enzym-Working-
Konzentration: 0,08-0,28 Wiinsch units)) gegeben und eine Stunde bei 37°C auf dem
Schiittler, unter kriftiger Bewegung, mittels des Enzyms verdaut.

AnschlieBend wird die Zellemulsion mit ca. 20ml PBS aufgefiillt und somit die
Enzymaktivitdt gestoppt.

Diese Losung wird durch ein 70pm Zellsieb passiert (Spritzenstempel), um die Zellen,
die aus dem Gewebeverband herausgelost wurden, zu gewinnen.

Die ,,Zellsuppe* wir bei 16000 Umdrehungen fiir 8min bei 4°C zentrifugiert.

Die Gewebebestandteile, die nicht passierbar sind, werden noch einmal in 25ml
verdiinnte Enzymlosung gegeben und eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert und
anschlieBend die Schritte 3,4 und 5 wiederholt.

Nun wird eine Erythrozytenlyse vorgenommen. Dazu wird das von Uberstand befreite
Pellet mit ca. Sml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und nach einer 5- bis 10-
miniitigen Inkubationszeit mit mindestens 15ml PBS aufgefiillt, um den Lysepuffer zu
deaktivieren.

Das Gemisch wird bei 1600 Umdrehungen fiir 8min bei 4°C zentrifugiert.

Nun werden die Zellen in ein entsprechendes Medium aufgenommen. (RPMI 1640 +
FCS 10% + P/S 10ml + Hepes)

Gegebenenfalls kann die Zellsuspension noch einmal durch ein 70um Zellsieb
gegeben werden, um noch vorhandene Verklumpungen oder auch Fettzellen zuriick zu

halten.
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2.2.2 Zellkultur

Alle folgenden Arbeitsschritte zur Zellkultur erfolgen in steriler Umgebung mit sterilen
Materialien. Die Fibroblasten wachsen als Primérkulturen in Zellkulturflaschen im Inkubator
bei 37°C. Spétestens alle 48 Stunden wird das Ndhrmedium der adhdrenten Zellen (solange
sie in Kulturflaschen wachsen: Fibroblastenmedium mit Phenolrot) gewechselt. Das Medium
wurde hierzu entweder im Wasserbad auf 37°C, zumindest aber auf Raumtemperatur
gehalten. Je nach Teilungsrate nimmt die Dichte der Zellen der diversen Patienten
unterschiedlich schnell zu und die Fibroblasten sind dementsprechend davon abhingig nach
unterschiedlich vielen Tagen konfluent und miissen gesplittet werden. Zum Zellsplitten wird
1:10 verdiinnte Trypsin-EDTA-L6sung benotigt.

Im Folgenden wird das Vorgehen fiir das Splitten einer mittleren Zellkulturflasche auf zwei
mittlere Zellkulturflaschen geschildert.

1. Das ,alte® Medium wird via Pumpe in der Sterilbank aus der Kulturflasche abgesaugt.

2. Im Anschluss werden die adhdrenten Zellen mit 10 ml PBS gespiilt.

3. Das PBS wird wieder abgesaugt.

4. Es werden 12ml der Trypsin-EDTA-Losung zugegeben und die Flasche im
Brutschrank fiir 1-3 Minuten inkubiert.

5. Unter dem Lichtmikroskop findet die Kontrolle der Zellablosung statt. Sind die
Fibroblasten noch adhirent, wird die Inkubationszeit um einige Minutern verldngert
oder mechanisch durch vorsichtiges Klopfen versucht die Zellen zu suspendieren.

6. Um die Reaktion zu stoppen werden 28ml FCS-haltiges Fibroblastenmedium
hinzugegeben.

7. Die 40 ml Zellsuspension werden in ein Falcontube™ iiberfiihrt und mit 16000
Umdrehungen fiir ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.

8. Der Uberstand wird in einen Urinbecher dekantiert.

9. Das Zellpellet wird in 10ml Fibroblastenmedium mit Phenolrot durch auf- und
abpipettieren resuspendiert.

10. Je 5Sml davon werden in eine neue Zellkulturflasche gegeben und mit zusétzlich 10ml

Medium erginzt.

Fiir die Behandlungen werden Zellen der Passagen drei bis sechs ausgesit. Fiir eine 96-
Well-Platte wird im Anschluss an Schritt 8 das Zellpellet in 19,5ml Fibroblastenmedium
ohne Phenolrot resuspendiert. In jedes Well werden 200ul dieser Suspension pipettiert.
Das Medium wird wieder spétestens nach 48 Stunden gewechselt.
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2.2.3 Zellbehandlungen

Alle folgenden Arbeitsschritte der Zellbehandlung erfolgen in steriler Umgebung mit sterilen
Materialien. 24 Stunden vor den Behandlungen wird das Medium mit FCS zu 180 pl pro Well
Fibroblastenmedium ohne Phenolrot und ohne FCS gewechselt.

Fiir eine zeitgleiche Behandlung der Fibroblasten in allen Wells werden zunichst in einer
gesonderten 96-Well-Platte Verdiinnungsreihen in der 10-fachen Konzentration der
letztendlich gewiinschten Behandlungskonzentrationen angefertigt. Zum Verdiinnen wird

FCS-freies-Medium benutzt. Als Vorlage dienen folgende Schemata:

Tabelle 14: Behandlungsschema A

1 2 3 4 5 6 10 11 12
APRIL APRIL APRIL APRIL
Medium 10ng/ml 10ng/ml Medium 10ng/ml 10ng/ml
A Cortisol | Cortisol AEA AEA
10pmol/l | 100nmol/l 1pmol/l 10nmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL
Medium 100ng/ml | 100ng/ml Medium 100ng/ml 100ng/ml
B Cortisol | Cortisol AEA AEA
10pmol/l 100nmol/1 1pmol/l 10nmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL
10ng/ml 500ng/ml | 500ng/ml 10ng/ml 500ng/ml 500ng/ml
C Cortisol Cortisol AEA AEA
10pmol/l 100nmol/1 1pmol/l 10nmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL
100ng/ml Tpg/ml 1pg/ml 100ng/ml 1pg/ml 1pg/ml
D Cortisol Cortisol AEA AEA
10pmol/l 100nmol/1 1pmol/l 10nmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL
500ng/ml 10ng/ml 10ng/ml 500ng/ml 10ng/ml 10ng/ml
E Cortisol | GP la AEA AEA
Ipmol/l 10nmol/l 100nmol/l | Inmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL
1pg/ml 100ng/ml | 100ng/ml Ipg/ml 100ng/ml 100ng/ml
F Cortisol | GP la AEA AEA
Ipmol/l 10nmol/l 100nmol/l | Inmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL
500ng/ml 500ng/ml | 500ng/ml 500ng/ml 500ng/ml 500ng/ml
G CP 47.497 Cortisol GP la AEA AEA AEA
1pmol/l 1pmol/l 10nmol/l 10pmol/l 100nmol/l | Inmol/l
APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL APRIL
1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml
H CP 47.497 Cortisol GP la AEA AEA AEA
1pmol/l Ipmol/l 10nmol/l 10pmol/l 100nmol/l | Inmol/l

Es werden je 20 pul jedes Wells aus Schema A in jeweils zwei Wells mit Fibroblasten
iiberfiihrt. Das heif3t letztendlich wird jede Behandlung fiir jede Zelllinie mindestens zweimal
durchgefiihrt. Nach 24 Stunden Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank werden die
Uberstinde abpipettiert und entweder eingefroren oder direkt im IL-6-ELISA weiter

analysiert.
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Tabelle 15: Behandlungsschema B

DHT AEA
Medium Isopro- Inmoll 01602 AEA 100pmol/l Medium JTE 907 Cp Proges- Cortisol DPN
A terenol 10pmol/l 10nmol/l JINJ 1pmol/l 47.497 teron 100nmol/l | Tpmol/l
100nmol/l 100nmol/l 1pmol/l Inmol/l Ipmol/l
AEA ) ) e
Isopro- 01602 AEA 10pmol/l GP la JTE 907 Cp Proges- Cortisol DPN
B terenol 1pmol/l 1pmol/l 1nmol/l JINJ 1pmol/l 100nmoll | 47.497 teron 10nmol/l 100nmol/l
Tpmol/l 10nmol/1 1pmol/l 100pmol/l 100nmol/1
DHT 01602 AEA JNJ GP la JTE 907 Rimo- Proges- Cortisol DPN
Tpmol/l 100nmol/1 100nmol/l 100pmol/l 1pmol/l 100nmol/1 10nmol/l nabant teron Inmol/l 10nmol/1
C 100nmol/l 10pmol/l 10nmol/l
- . . . Cortisol
DHT 01918 AEA Medium | GP lao JTE 907 Rimo- Proges- 10pmol/l DPN
100nmol/1 10nmol/1 100pmol/l 10pmol/l 10nmol/l Tnmol/l nabant teron INJ Inmol/l
D 10nmol/l 1pmol/l 1nmol/l 1pmol/l
1602 AEA Cortisol
Clonidin ) BH T T GPla | CP Rimo- | Proges- |y | PPT
1pmol/l 10nmol/l 1nmol/l 01918 l}!: " 100ng/ml 1nmol/l 47.497 nabant teron 'li j 100nmol/l
E 100pmol/l 'lpu.nol/l 10pmol/l 100nmol/l 100pmol/l iﬁ;nol/l
L - AEA ) y . o Cortisol
Clonidin DHT AEA 100nmol/l GP la CP Rimo- Proges- 100nmol/l PPT
100nmol/1 Inmol/l 100pmol/l 10pmol/l INJ 10ng/ml 100pmol/l 47.497 nabant teron INJ 10nmol/1
F 1pmol/l 1pmol/l 10nmol/l 10pmol/l 1pmol/l
AEA Cortisol
Clonidin | DHT AEA ommoyt | TL-1B GPla | CP Rimo- | Cortisol | jgmio | PPT
G 10nmol/l 100pmol/l 10pmol/l Tpmol/l INJ 100ng/ml 10pmol/l 47.497 nabant 10pmol/l INJ Inmol/l
1pmol/l 100nmol/l | Tnmol/l Tpmol/l
AEA Cortisol
Isopro- 01602 AEA ot | TL-1B JTE907 | CP Rimo- Cortisol | ;00 | PPT
H terenol 100pmol/l 100nmol/l INJ 10ng/ml 10pmol/l 47.497 nabant 1pmol/l INJ 100pmol/l
1 1/l o 1 I/l 1 /1 o
1pmol/l 00nmol/ pmol/l Onmol/ 00pmol/ 1pmol/l

Auch aus den Wells von Schema B werden jeweils 20 ul in je zwei Wells, der mit
Fibroblasten konfluent bedeckten 96-Well-Platte, pipettiert. Nach einer Stunde
Inkubationszeit im Brutschrank wird mit FCS-freiem Medium verdiinntes APRIL in jedes
Well pipettiert, so dass Endkonzentrationen von 10ng/ml APRIL pro Well erreicht werden.
Ausgespart werden die Wells mit TNF- und IL-1B-Behandlung. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank werden die Uberstinde wiederum abpipettiert und

entweder eingefroren oder direkt im IL-6-ELISA weiter analysiert.

2.2.4 IL-6-ELISA
Im Folgenden wird das Vorgehen fiir eine ELISA-Platte mit 96 Wells geschildet.
1. Platte beschichten (coaten):
Es werden 30ul des Stock (Capture Antibody 1mg/ml) in 12 ml Coating Buffer
gegeben. Von dieser Losung werden 100ul in jedes Well der 96-Well-ELISA-Platte
(Nunc Maxi Sorp Flachbodenplatte) pipettiert. Diese wird mindestens 10-14 Stunden
bei 4°C stehen gelassen.

2. 3 x mit Wash Buffer waschen.
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3. Blocken:
Fiir 20 Minuten 100ul Blocklosung pro Well auftragen.

4. 3 x mit Wash Buffer waschen.

5. Auftragen der Proben und Standards:
Es wird die Standardverdiinnungsreihe hergestellt: acht Verdiinnungen - jeweils 1:1 -
mit Fibroblastenmedium ohne Phenolrot und ohne FCS (Hochster Standard: 1242
pg/ml). Nun werden jeweils 100ul des Standards, Blinds (FCS-freies Medium) und
Proben aufgetragen. Es folgt eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei RT.

6. 3 x mit Wash Buffer waschen.

7. Auftragen des Detectantikorpers:
Es werden jeweils 30pul Detection Antibody Avidin und Detection Antibody Biotin in
24ml Wash Buffer gegeben. Von diesem Substratantikorpergemisch werden 200 pl in
jedes Well pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

8. 3 x mit Wash Buffer waschen.

9. Auftragen der Substrat Solution (TMB)
In jedes Well werden 100ul der Substrat Solution gegeben und fiir 30 Minuten im
Dunklen inkubiert.

10. Auftragen der Stopplosung
Zusétzlich werden nun in jedes Well 50ul des Stopplosung pipettiert.

11. Lesen der Platte
Bei 450 bis 650 nm Wellenldnge wird die Platte nun im ELISA-Reader gelesen.

\\‘/
' Substrat

Solution
Enzym \’
Avidin (HRP) E

Biotin
Antibody}JL\ 7\ L /
@ o

Capture \j [/ \j :/ \: f \j :/ \] E
Antibody

Abbildung 7: Human-IL-6-ELISA Die Abbildung zeigt schematisch die einzelnen Bindungsschritte im IL-6-
Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Der Capture-Antikorper bleibt am Plattenboden haften. Daran bindet im
nichsten Schritt das IL-6 der Standards und Proben. Ein IL-6-bindender Biotin-Antikoérper bindet wiederum an
IL-6 und wird schlieBlich selbst von Avidin gebunden, an welches wiederum das Enzym HRP gebunden ist. Im
letzten Schritt schlieBlich wird von diesem Enzym nun ein Substrat in ein farblich nachweisbares Produkt
umgesetzt, das im ELISA-Reader quantifiziert werden kann und direkt mit der IL-6-Konzentration korreliert.
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2.2.5 Statistische Datenauswertung und graphische Darstellung

Die Daten wurden mit SigmaPlot 11.0 statistisch ausgewertet, sowie graphisch dargestellt.
Zur statistischen Auswertung kam beim Vergleich zweier Gruppen der nicht-parametrische
Wilcoxon-Rangsummen Test (auch: Mann-Whitney-U-Test) zur Anwendung, beim Vergleich
mehrerer Gruppen, die Erweiterung dieses Tests, der Kruskal-Wallis One-way Analysis of
Variance Test (kurz: One Way ANOVA). Als Post-Hoc-Test wurde bei entsprechend
signifikanten Unterschieden in der Gesamtvarianz der Bonferroni-Test verwendet.

Als Signifikanzniveau wurde ein p kleiner 5% festgelegt. Signifikante Unterschiede werden in
den Abbildungen mit Sternchen gekennzeichnet.

Dargestellt sind die Versuchsergebnisse als Box-Whisker-Plots. Zur Verdeutlichung der
einzeln erfassten Werte wurden Scatter-Plots (Streudiagramm) iiberlagert. Graphisch
aufgetragen sind im Folgenden die relativen IL-6-Konzentrationen, errechnet in Abhéngigkeit
der jeweiligen Kontrollen pro unabhidngigem Versuchsansatz. In Versuchen nach
Behandlungsschema A entsprechen die Kontrollen den IL-6-Konzentrationen unbehandelter
Fibroblasten in FCS-freiem Medium. In Versuchen nach Behandlungsschema B entsprechen
die Kontrollen den IL-6-Konzentrationen in den Zelliiberstinden nach 24-stlindiger

Behandlung mit 10ng/ml APRIL. OA ist im Folgenden griin, RA rot dargestellt.

. ausreiBerverdachtig
([ ]

oberer ==T™ 90.Perzentile
Whisker

75.Perzentile

Box -
Median

25.Perzentile

unterer
Whisker 10.Perzentile

Abbildung 8: BOX-PLOT Die Abbildung zeigt einen Box-Whisker-Plot. Aus dieser Form der Darstellung lasst
sich der Median (, der weniger von Ausreiflern abhéngig ist als das arithmetische Mittel), sowie die 25. und 75.
Perzentile (gekennzeichnet durch die Enden der Box) ablesen. Die Lédnge der Box beschreibt den
Interquartilsabstand. Auflerdem begrenzen die Whisker die 10. und 90. Perzentile und zeigen somit optisch
ausreiflerverdidchtige Werte an.
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3 Ergebnisse

Die unter 3.1 und 3.2 folgenden FErgebnisse wurden aus Daten, gemessen an fiinf
verschiedenen OA- und sechs verschiedenen RA-Synovial-Fibroblasten, erhoben.
Jede Behandlung wurde mindestens zweimal pro FLS-Zelllinie wiederholt, bei den reinen
Stimulationen mit verschiedenen Konzentrationen an APRIL viermal und bei den Kontrollen
bis zu achtmal. Die Kontrollen sind hierbei die Uberstinde mit FCS-freiem Medium
behandelter Zelllinien. Der gleich 100% gesetzte Absolutwert (arithmetisches Mittel) der IL-
6-Konzentration fiir die Kontrolle bei OA-Zelllinien entspricht 823,94pg/ml, die fiir RA-
Zelllinien 591,45pg/ml.

3.1 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit APRIL
Da gezeigt wurde, dass RA-FLS BCMA exprimieren und die Signalweiterleitung dieses

Rezeptors via NF-kB lduft, was wiederum IL-6 in Fibroblasten induziert (siche auch
Einleitung), sollte getestet werden, ob mit APRIL ebenfalls eine Induktion von IL-6 erreicht
werden kann. In dieser ersten Versuchsanordnung wurden deshalb OA- und RA-Zelllinien mit
verschiedenen Konzentrationen an APRIL stimuliert. Nach 24 Stunden wurde die

Konzentration an IL-6 in den Zelliiberstinden mittels ELISA bestimmt.
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3.1.1 Behandlung von RA-FLS mit APRIL

IL6-Produktion nach Behandlung mit APRIL - RA
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Behandlung mit APRIL

Abbildung 9: IL-6-Produktion von RA-FLS nach Behandlung mit APRIL Die Daten sind mittels Box-
Whisker-Plots dargestellt, diese repréisentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots
(Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur
Kontrolle (keine Behandlung =100%). Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen.
*=p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Kontrolle angegeben.

Bei den hier vorliegenden RA-Zelllinien sind signifikante Erhéhungen von IL-6 im Vergleich
zur Kontrolle ohne APRIL-Behandlung bei Behandlung der FLS mit 10ng/ml (pgonferroni=
0,043) bzw. 100ng/ml (pgonferroni= 0,002) APRIL festzustellen.
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3.1.2 Behandlung von OA-FLS mit APRIL

IL6-Produktion nach Behandlung mit APRIL - OA
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Abbildung 10: IL-6-Produktion von OA-FLS nach Behandlung mit APRIL Die Daten sind mittels Box-
Whisker-Plots dargestellt, diese repréasentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots
(Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur
Kontrolle (keine Behandlung = 100%). Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen.

Bei OA-Zelllinien ist keine signifikante Erh6hung von IL-6 in Abhéngigkeit zur Kontrolle
durch Stimulation mit APRIL erreichbar, weder mit 10ng/ml APRIL noch mit 100ng/ml
APRIL (Pkruskal-wattis = 0,813).
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3.2 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit Cortisol
und APRIL
3.2.1 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit

konstanter Cortisol- und variabler APRIL-Konzentration
Durch Behandlungen mit Cortisol, einem bekannten Inhibitor der (beispielsweise IL-1-
induzierten-) IL-6-Bildung, sollte untersucht werden ob sich auch eine APRIL-induzierte IL-
6-Bildung hemmen ldsst. In dieser Versuchsanordnung wurden verschiedene OA- und RA-
FLS-Zelllinien mit einer konstanten Menge an Cortisol (10nmol/l) behandelt. Zusédtzlich
wurden die Zellen wiederum mit diversen Konzentrationen an APRIL stimuliert und nach 24

Stunden die IL-6-Konzentration gemessen.
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3.2.1.1 Behandlung von RA-FLS mit APRIL (variabel) und Cortisol
(10nmol/1)

IL-6 Produktion nach Behandlung mit APRIL & Cortisol (10nmol/l) - RA
* *

200 A

150 -

100 -

IL-6 (% der Kontrolle)

50 -

0 T T T T
Kontrolle APRIL 1ng/ml APRIL 10ng/ml APRIL 100ng/ml

+Cortisol 10nmol/l

Behandlung
Abbildung 11: IL-6-Produktion von RA-FLS nach Behandlung mit verschiedenen APRIL-
Konzentrationen und konstanter Cortisol-Behandlung (10nmol/l) Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots
dargestellt, diese reprisentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte)
zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die rel. [L-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle
(keine Behandlung = 100%). Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die
Signifikanzen sind im Vergleich zur Behandlung mit APRIL 1ng/ml (+ Cortisol 10nmol/l) angegeben.

Die Signifikanzen im Diagramm sind in Abhéngigkeit zum IL-6-Ergebnis fiir die Behandlung
mit APRIL Ing/ml (+ Cortisol 10nmol/l) angegeben und berechnet. Bei niedriger APRIL-
Konzentration (Ing/ml) scheint die hemmende Wirkung von Cortisol (10nmol/l) zu
iiberwiegen, da das IL-6-Ergebnis fiir APRIL 1ng/ml signifikant niedriger ist, als das der
Kontrolle (ohne Behandlung) (pmann-whitney-U-test<0,001). Hohere APRIL-Konzentrationen
steigern wiederum die IL-6-Bildung. Die IL-6-Konzentration bei 100ng/ml APRIL + Cortisol
ist signifikant hoher, als die fiir die Behandlung mit APRIL Ing/ml + Cortisol (Pmann-Whitney-U-
rest =0,032).
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3.2.1.2 Behandlung von OA-FLS mit APRIL (variabel) und Cortisol
(10nmol/1)

IL-6 Produktion nach Behandlung mit APRIL & Cortisol (10nmol/l) - OA
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Abbildung 12: IL-6-Produktion von OA-FLS nach Behandlung mit verschiedenen APRIL-
Konzentrationen und konstanter Cortisol-Behandlung (10nmol/l) Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots
dargestellt, diese représentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte)
zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur
Kontrolle (keine Behandlung = 100%). Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen.
*=p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Kontrolle angegeben.

Auch hier kommt es zur Hemmung der IL-6-Bildung im Vergleich zur Kontrolle. Signifikant
niedriger im Vergleich zur Kontrolle (ohne Behandlung) ist das IL-6-Ergebnis bei APRIL
10ng/ml + Cortisol (Pmann-Whitney-U-tesc=0,050). Im Vergleich zu APRIL Ing/ml + Cortisol gibt
es keine signifikanten Unterschiede (vgl. Ergebnis bei RA).
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3.2.2 IL-6-Produktion von OA-und RA-FLS nach Behandlung mit variabler

Cortisol- und konstanter APRIL-Konzentration

Hierbei handelt es sich um eine dhnliche Versuchsanordnung, wie unter 3.2.1, mit dem
Unterschied, dass die Cortisolkonzentration variiert wurde und die APRIL-Konzentration

konstant blieb.
3.2.2.1 Behandlung von RA-FLS mit APRIL (100ng/ml) und Cortisol

(variabel)

IL-6-Produktion nach Behandlung mit 100ng/ml APRIL & Cortisol - RA
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Abbildung 13: IL-6-Produktion von RA-FLS nach Behandlung mit verschiedenen Cortisol-
Konzentrationen und konstanter APRIL-Behandlung (100ng/ml) Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots
dargestellt, diese reprédsentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte)
zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die rel. IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle
(keine Behandlung = 100%). Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die
Signifikanzen sind im Vergleich zur Behandlung mit APRIL 100ng/ml (ohne Cortisol) angegeben.

Im Vergleich zur Kontrolle fiihrt die Stimulation mit APRIL 100ng/ml zu einer signifikanten
Steigerung der IL-6-Konzentration (siche 3.1.1).

Die Stimulationen mit Cortisol (10nmol/l und 100nmol/l) plus jeweils 100ng/ml APRIL
filhren (im Vergleich zu der Behandlung nur mit APRIL 100ng/ml, ohne Cortisol) zu einer
signifikanten Erniedrigung der IL-6-Konzentration (Pmann-whitney-U-test=0,045 flir 10nmol/l
Cortisol und  pmann-whitney-U-test=0,002  fiir  100nmol/l Cortisol). Somit hemmt Cortisol

konzentrationsabhidngig die APRIL-induzierte IL-6 Produktion in RA-FLS.
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3.2.2.2 Behandlung von OA-FLS mit APRIL (100ng/ml) und Cortisol

(variabel)
Im Vergleich zur Kontrolle fiihrt die Stimulation mit APRIL 100ng/ml, wie die bisherigen
Ergebnisse bereits zeigten, zu keiner signifikanten Steigerung der IL-6 Konzentration (siche:
3.1.2). Die IL-6-Produktion ldsst sich aber auch in OA-FLS durch Cortisol hemmen. Bei der
Behandlung mit Cortisol von 10 nmol/l plus 100ng/ml APRIL wird diese Hemmung im
Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 100ng/ml APRIL signifikant (pmann-whitney-U-
1est=0,039).

IL-6-Produktion nach Behandlung mit 100ng/ml APRIL & Cortisol - OA
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Abbildung 14: Abbildung 13: IL-6-Produktion von OA-FLS nach Behandlung mit verschiedenen
Cortisol-Konzentrationen und konstanter APRIL-Behandlung (100ng/ml) Die Daten sind mittels Box-
Whisker-Plots dargestellt, diese repréisentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots
(Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur
Kontrolle (keine Behandlung = 100%). Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *=
p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Behandlung mit APRIL 100ng/ml (ohne Cortisol) angegeben.

Fiir alle folgenden Versuchsanordnungen wird, als Vergleichsgruppe, die Behandlung der
Zelllinien mit 10ng/ml APRIL herangezogen. Diese hat zu einer signifikanten Steigerung der
IL-6-Konzentration bei RA-FLS, nicht aber bei OA-FLS gefiihrt (sieche: 3.1). Der gleich
100% gesetzte Absolutwert (arithmetisches Mittel) fiir die Vergleichsgruppe bei OA-FLS
entspricht 1758,29pg/ml IL-6, die fiir RA-FLS entspricht 1084,10pg/ml IL-6.

Alle nun folgenden Versuche wurden an je zehn OA- und zehn RA-FLS-Zelllinien

durchgefiihrt und jede Behandlung pro Zelllinie mindestens einmal wiederholt.
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3.3 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit APRIL,

TNF und IL-1p

Initial wurden die Zelllinien auf die Induzierbarkeit der IL-6-Bildung hin getestet. Zum einen

sollte hierbei ein besonderes Augenmerk auf grundsétzlichen Unterschieden zwischen OA-

und RA-FLS liegen, zum anderen eine Relation fiir die APRIL-induzierte IL-6-Bildung

hergestellt werden. Hierfiir wurden die Zellen mit APRIL und verschiedenen Konzentrationen

TNF und IL-1p stimuliert und nach 24 Stunden die IL-6-Konzentrationen gemessen und ins

Verhiltnis zur IL-6-Konzentration nach Behandlung mit 10ng/ml APRIL gesetzt.

IL6-Produktion nach Behandlung mit TNF
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Abbildung 15: IL-6-Produktion von OA-FLS
(griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit
TNF Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots
dargestellt, diese reprdsentieren die 10., 25., 50.
(Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots
(Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-
Achse zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in
Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml
APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind die
verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05

IL6-Produktion nach Behandlung mit IL-1f3
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Abbildung 16: IL-6-Produktion von OA-FLS
(griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit IL-
18 Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots
dargestellt, diese reprasentieren die 10., 25., 50.
(Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots
(Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-
Achse zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in
Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml
APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind die
verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05

Sowohl bei OA-, als auch bei den RA-FLS steigert 1ng/ml und 10ng/ml TNF, sowie die

entsprechenden Konzentrationen an IL-1f, verglichen mit den jeweiligen Vergleichsgruppen

(APRIL 10ng/ml), die IL-6-Menge im Zellkulturiiberstand signifikant (pgonferroni<0,001). Dies

zeigt, dass sowohl RA- als auch OA-FLS prinzipiell in der Lage sind auf einen

entsprechenden Stimulus die produzierte IL-6-Menge zu erhohen. Das Fehlen der

Induzierbarkeit von IL-6 durch APRIL in OA-FLS scheint somit APRIL-spezifisch.
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3.4 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit APRIL in
Kombination mit hormoneller Stimulation
3.4.1 Behandlung mit APRIL, verschiedenen Konzentrationen an DHT und

Nilutamide
Bekannt ist, dass der Androgenrezeptoragonist DHT die IL-la- oder TNF-induzierte
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 hemmt. In diesem Versuchsansatz sollte
nun untersucht werden, ob die bekannte immunsuppressive Wirkung von DHT auch durch
APRIL aufgehoben werden kann. Es wurden OA- und RA-FLS mit steigenden

Konzentrationen an DHT behandelt.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und DHT
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Abbildung 17: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL und
DHT Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese reprasentieren die 10., 25., 50. (Median), 75.
und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen
IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind
die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Kontrolle
angegeben.

Wie die vorangehende Grafik verdeutlicht, ist bei den OA-Zelllinien, ab einer DHT-
Konzentration von 100pmol/l (+10ng/ml APRIL) eine Erniedrigung des IL-6-Spiegels im
Vergleich zur Vergleichsgruppe zu vermerken (DHT 100 pmol/l (pPmann-whitney-U-test=0,046),
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DHT Inmol/l (pMann—Whitney—U—testZOaOOS)a 10nmol/1 (pMann—Whitney—U—testZOa001)9 100nmol/1 (pMann—
Whitney-U-test—0,004)), wihrend es bei den RA-Zelllinien, unabhéngig von Ho6he der DHT-

Konzentrationen, zu keinen signifikanten Unterschieden zur Vergleichsgruppe kommt.

Um die erhaltenen Ergebnisse zu evaluieren und zu bestidtigen wurden — kombiniert mit DHT

(und APRIL) — die Zellen mit einem Androgenrezeptorantagonisten (Nilutamide) behandelt.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und DHT + Nilutamide
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Abbildung 18: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL,
DHT und Nilutamide Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese reprasentieren die 10., 25.,
50. (Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse
zeigt die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%).
Auf der x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im
Vergleich zur Behandlung mit DHT 100pmol/l (ohne Nilutamide; + APRIL) angegeben.

Der signifikante Unterschied zwischen Vergleichsgruppe und der Behandlung mit 100pmol/l
DHT bei OA-FLS wurde vorangehend bereits beschrieben. Die Behandlung nur mit
Nilutamide zeigt keinen eigenen Effekt auf die IL-6 Spiegel im FLS-Uberstand. Nilutamide
hebt aber die DHT induzierte Hemmung der IL-6-Produktion in OA-FLS auf (pmann-whitney-U-
est—0,019) (siche Abb.18). Im Gegensatz dazu ldsst sich die IL-6-Konzentration in
Uberstinden von RA-FLS unter denselben Bedingungen nicht beeinflussen, was wiederum

die Ergebnisse aus den Vorversuchen mit DHT bestétigt (siche Abb. 17).
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3.4.2 Behandlung mit APRIL, verschiedenen Konzentrationen an E2 und

speziellen Estrogenrezeptoragonisten

Neben den bekannten Estradiol (E2) vermittelten proinflammatorischen Effekten wurde auch
immer wieder beschrieben, dass E2 eine IL-6-Produktion via NF-kB hemmen kann. Ob durch
diesen erwarteten Effekt die APRIL-Wirkung an RA-FLS antagonisierbar ist, sollte sich
durch folgenden Ansatz zeigen. Betrachtet wurde die IL-6-Produktion nach Behandlung mit
Estradiol (E2), wiederum in Kombination mit einer APRIL-Behandlung von 10ng/ml. In
Bezug auf OA-FLS zeigt sich eine Erniedrigung der IL-6-Reaktion verglichen mit der
Kontrolle. Signifikant wird diese bei E2-Konzentrationen von 10pmol/l (Pmann-whitney-U-
1est=0,009), 1nmol/I (Pmann-Whitney-U-test=0,009) und 10nmol/l (Pmann-whitney-U-test=0,014). Fiir RA-
FLS ist dieser Effekt nicht zu beobachten.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und E2
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Abbildung 19: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL und
E2 Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese repriasentieren die 10., 25., 50. (Median), 75. und
90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen IL-
6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind
die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Kontrolle
angegeben.
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Um die beobachteten Effekte weiter zu differenzieren und die vermittelte Wirkung
spezifischen Rezeptoren zuzuordnen wurden zusétzlich spezielle Estrogenrezeptor a- (PPT)

und B- (DPN) Agonisten in verschiedenen Konzentrationen — kombiniert mit 10ng/ml APRIL

— eingesetzt.
IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL, DPN und PPT
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Abbildung 20: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL,
DPN und PPT Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese représentieren die 10., 25., 50.
(Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt
die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der
x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur
Kontrolle angegeben.

Behandlungen mit PPT fithren sowohl bei OA- als auch bei RA-Zelllinien zu einer
Erniedrigung der IL-6-Spiegel. Signifikanzen im Vergleich zur alleinigen APRIL-Behandlung
ergeben sich bei OA-fiir PPT-Konzentrationen von 100pmol/l (pPmann-whitney-U-test=0,001) sowie
Inmol/l' (PMann-Whitney-U-test=0,022) und 10nmol/l (pPmann-Whitney-U-tesc=0,004) und bei RA fiir
Konzentrationen von 10pmol/l (pmann-whitney-U-test=0,007), 100pmol/l (pmann-whitney-U-test=0,002)
und 1nmol/l (Pmann-whitney-U-test=0,037).

Im Vergleich dazu rufen Behandlungen mit dem ER-B-Agonisten DPN weder bei OA- noch
bei RA-Zelllinien signifikanten Anderungen der IL-6-Bildung hervor. Somit lisst sich eine
Hemmung der IL-6-Konzentration auf OA- und RA-FLS nur durch PPT — einem ER-o-
Agonisten — induzieren.
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3.4.3 Behandlung mit APRIL in Kombination mit verschiedenen

Konzentrationen an Progesteron
Um eventuelle weitere antagonisierende Wirkungen zur APRIL-induzierten IL-6-Bildung
durch RA-FLS zu analysieren, wurden Behandlungen mit noch einem zusitzlichen
Steroidhormon — Progesteron — durchgefiihrt. Progesteron-Behandlungen niedriger
Konzentration in Kombination mit APRIL-Stimulation fiihren zu einer signifikanten
Erniedrigung der IL-6-Konzentration bei den OA-Zelllinien, nicht jedoch bei den RA-
Zelllinien. Fiir eine Progesteronkonzentration von 10pmol/l entspricht puyann-whitney-U-test=0,026,

fiir eine Konzentration von 100pmol/l entspricht pyann-whitney-U-tese=0,034.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und Progesterone
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Abbildung 21: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL und
Progesteron Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese reprasentieren die 10., 25., 50.
(Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt
die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der
x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur
Kontrolle angegeben.

Insgesamt lassen sich die fiir DHT, E2 und Progesteron sowie APRIL aufgestellten Thesen
jeweils bestdtigen. Die hormonell getriggerte Hemmung der IL-6 Produktion ldsst sich durch

eine APRIL induzierte IL-6 Produktion kompensieren.
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3.5 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit APRIL in

Kombination mit Sympathomimetika
Bekannt ist eine sympathomimetisch vermittelte Modulation der IL-6-Produktion durch RA-
und OA-FLS. Aus diesem Grund wurden fiir diese Versuchsanordnung RA- und OA-FLS
zusitzlich zu APRIL mit selektiven Agonisten adrenerger Rezeptoren in verschiedenen
Konzentrationen versetzt. Zum Einsatz kamen hierbei, als a;-Agonist Phenylephrin, als a;-
Agonist Clonidin und als [B-selektiver Agonist Isoproterenol. In Bezug auf die IL-6-
Konzentration konnten mit diesen Behandlungen fiir RA-FLS in Abhéngigkeit zur
Vergleichsgruppe (10ng/ml APRIL) keine signifikanten Anderungen erreicht werden. Bei
einer Behandlung mit 10nmol/l Phenylephrin (pmann-whitney-U-test=0,049) sowie mit Inmol/l
Isoproterenol (Pmann-whitney-U-test=0,037) gelang jedoch eine signifikante Hemmung der 1L-6-

Bildung durch OA-FLS.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL
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Abbildung 22: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL,
Phenylephrin, Cloninin und Isoproterenol Die Daten sind als Line and Scatter Plots dargestellt, der Punkt
repréasentiert das arithmetische Mittel. Die Balken zeigen den Standardfehler. Die y-Achse zeigt die relativen IL-
6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind
die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05
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3.6 IL-6-Produktion von OA- und RA-FLS nach Behandlung mit APRIL in

Kombination mit Liganden des Endocannabinoidsystems
Eine Reduktion der II-1 induzierten IL-6-Produktion durch FLS nach Behandlung mit AEA
wird beschrieben. Inwieweit sich diese Beobachtungen reproduzieren lassen und inwieweit
sich die APRIL-induzierte IL-6-Produktion dadurch modifizieren ldsst, soll folgender Ansatz
klaren. Bei diesem Versuchsteil wurden die OA- und RA-FLS mit verschiedenen Liganden,
die an endogenen Cannabinoidrezeptoren agonistische bzw. antagonistische Wirkung haben,
behandelt. Zusidtzlich erfuhren die Zelllinien, wie auch in den vorangehenden

Versuchsaufbauten eine APRIL-Behandlung in einer Konzentration von 10ng/ml.

3.6.1 Behandlung mit APRIL, AEA (Anandamide) und JNJ 1661010

Zunichst wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Anandamide (AEA),
dem Ethanolaminderivat der Arachidonsdure, behandelt. Dabei handelt es sich um einen
endogenen Cannabinoid- und Vanilloid- Rezeptor Agonisten, der sowohl Wirkung am CB;-,
als auch am CB,-Rezeptor hat. Bei hoheren Konzentrationen ist die APRIL-induzierte-I1L-6-
Bildung gehemmt (sieche Abb.23). Fiir RA-FLS gilt dies bei einer Behandlung mit AEA-
Konzentrationen von 10nmol/l (Pmann-Whitney-U-test <0,001) und 100nmol/l (Pmann-Whitney-U-test
=0,009). Auch fiir OA-FLS zeigt sich bei Behandlungen mit hohen AEA-Konzentrationen
(100nmol/1 (pmann-whitney-U-test=0,020) und 1pumol/l (Pmann-whitney-U-test=0,001)) eine Reduktionen
der IL-6-Spiegel. Allerdings kommt es auch zu einer Erniedrigung bei einer AEA-

Konzentration von 1pmol/l (pmann-whitney-U-test=0,016).
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IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und AEA
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Abbildung 23: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL und
AEA Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese représentieren die 10., 25., 50. (Median), 75.
und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen
IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind
die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05

Um die beobachteten Effekte tatsédchlich auf AEA zuriickfiihren zu kdnnen wurden in einem
weiteren Schritt die FLS nun zusitzlich zu APRIL und AEA in den verschiedenen
Konzentrationen noch mit JNJ 1661010 (100nmol/l) versetzt. Dabei handelt es sich um einen
selektiven reversiblen Inhibitor der Fettsduren-Amidohydrolase (FAAH), dem Abbauenzym
von AEA. Dadurch sollte der Abbau von AEA vermieden werden und damit die AEA-
vermittelten Effekte stiarker zum Tragen kommen.

Wie erwartet wurde die zuvor beschriebene — durch AEA induzierte — inhibitorische Wirkung
auf die APRIL-induzierte IL-6-Bildung vor allem in Bezug auf RA-FLS nun verstérkt (siche
Abb. 24).

Fiir OA ist diese Hemmung bei einer AEA-Konzentration von 10nmol/l kombiniert mit einer
JNJ-Konzentration von 100nmol/l signifikant (pPmann-whitney-U-test=0,024), fiir die Kombination
mit 100nmol/l AEA zeigt sich ebenfalls der Trend (Pmann-Whitney-U-test=0,073). Fiir RA zeigt
sich eine Hemmung der APRIL-induzierten IL-6-Produktion ab einer AEA-Konzentration
von 100pmol/l (Pmann-Whitney-U-test=0,003), sowie auch fiir 1nmol/l (pPmann-Whitney-U-test=0,011),
10nmol/l' (PMmann-Whitney-U-test =0,036) und 100nmol/l (pPmann-whitney-U-test=0,014) — kombiniert

wiederum mit der Behandlung von 100nmol/1 JNJ.
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Die alleinige Zugabe von JNJ 1661010 (ohne AEA) zur Kontrolle fiihrt weder bei RA noch
bei OA zu Anderungen der IL-6-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (nur APRIL), so
dass ein alleiniger Effekt durch JNJ 1661010 ausgeschlossen werden kann.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und AEA+JNJ
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Abbildung 24: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL,
AEA und JNJ Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese représentieren die 10., 25., 50.
(Median), 75. und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt
die relativen IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der
x-Achse sind die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur
Kontrolle angegeben.
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3.6.2 Behandlung mit APRIL, CP 47.497 und GP 1a

Zur weiteren Differenzierung der Signalvermittlung wurde im Folgenden das Verhalten der
APRIL-induzierten-IL-6-Produktion in den Uberstinden der OA- und RA-FLS, in
Abhéngigkeit von der Behandlung mit hochselektiven CB- (CP 47.497) bzw. CB,- (GP 1a)
Rezeptoragonisten betrachtet.

Bei steigenden Konzentrationen der CB;- und CB,-selektiven Agonisten (10nmol/l und
100nmol/l) ist die APRIL-induzierte-IL-6-Bildung erniedrigt. Aufféllig dabei ist, dass der
selektive CBj-Agonist CP 47.497 zu einer Erniedrigung der IL-6-Konzentration bei OA-FLS
fithrt (pPmann-Whitney-U-test=0,013 fiir CP 47.497=10nmol/l und pmann-whitney-U-test=0,027 fiir CP
47.497=100nmol/l) wohingegen die Behandlung mit dem selektiven CB,-Agonisten GP la
eine Erniedrigung der APRIL-induzierten IL-6-Konzentration bei den RA-FLS hervorruft
(PMann-Whitney-U-test=0,022  fiir GP  la=10nmol/l und  pPmann-Whitney-U-1es=0,006  fiir ~ GP
1a=100nmol/1).

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL+CP47.497 und APRIL+GP1a

* * de o o
140 -
)
Ie}
% 120
4
| -
(0]
©
® 100 A
@
=
80
Q,I \\I T \I \\I T \\I \ \\I \\I
Y & & & f Y E e E
—8— OA L R N & & O S N5 & &
RA & &, S P S o S S
o & & o & & &
& © &
APRIL 10 ng/ml
Behandlung

Abbildung 25: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL, CP
47.497 und GP 1a Die Daten sind als Line and Scatter Plots dargestellt, der Punkt représentiert das
arithmetische Mittel. Die Balken zeigen den Standardfehler. Die y-Achse zeigt die relativen IL-6-
Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind die
verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05
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3.6.3 Behandlung mit APRIL, Rimonabant und JTE 907

Zum Vergleich kamen des Weiteren an den Rezeptoruntergruppen selektiv antagonistisch
wirksame Substanzen zum Einsatz. Behandelt wurden die Zellen mit dem CB;-Rezeptor-
Antagonisten Rimonabant und dem selektiven inversen CB;,-Rezeptor Agonisten JTE 907,
wieder in Kombination mit einer APRIL-Stimulation von 10ng/ml.

Auch hier sind einige IL-6 Ergebnisse erniedrigt, allerdings eher bei niedrigeren
Konzentrationen der Stimulanzien. (Fiir den CB,-Antagonisten Rimonabant kommt es bei den
Behandlungskonzentrationen von 100pmol/l (pmann-whitney-U-test=0,005) und 1nmol/I(pmann-
Whitney-U-test—0,042) fiir OA und 10pmol/l (pmann-whitney-U-test=0,036) und 100pmol/l (pmann-whitney-
U-test=0,031) fiir RA zu niedrigen Werten im Vergleich zur Kontrolle, fiir den inversen CB;-
Agonisten JTE 907 bei Konzentrationen von 100pmol/l (Pmann-whitney-U-test=0,031) fiir OA und
Inmol/l (Pmann-Whitney-U-test=0,006) und 10nmol/l (Pmann-whitney-U-test=0,034) fiir RA.)

Ein eindeutiger Unterschied zwischen OA und RA lésst sich hierbei nicht ausmachen.

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL+Rimonabant und APRIL+JTE 907
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Abbildung 26: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL,
Rimonabant und JTE Die Daten sind als Line and Scatter Plots dargestellt, der Punkt reprasentiert das
arithmetische Mittel. Die Balken zeigen den Standardfehler. Die y-Achse zeigt die relativen IL-6-
Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL = 100%). Auf der x-Achse sind die
verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05
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3.6.3 Behandlung mit APRIL und O-1602

Zum Abschluss der Stimulationen mit Liganden des Endocannabinoidsystems und der
Betrachtung einer Modulation der APRIL-induzierten IL-6-Bildung kam noch eine
spezifische Substanz zum FEinsatz. Es wurde mit O-1602 stimuliert, einem
Cannabidiolanalogon, das als potenter Agonist am GPRS55 Cannabinoid-Rezeptor wirkt.
Hierbei handelt es sich um einen eigenstindigen non-CB;/CB;-Rezeptor.
Zusitzlich fand wieder eine Behandlung mit 10ng/ml APRIL statt.

Niedrigere O-1602-Konzentrationen senken bei OA-FLS die IL-6-Konzentration
(Behandlungen mit 10nmol/l  (Pmann-Whitney-U-tesc=0,009) und  100nmol/l  (Pmann-Whitney-U-
1est=0,026)). Bei RA-FLS hingegen steigert eine Behandlung mit 10pmol/l O-1602 die IL-6-

Konzentration (Pmann-whitney-U-test<0,001).

IL-6-Produktion nach Behandlung mit APRIL und 01602
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Abbildung 27: IL-6-Produktion von OA-FLS (griin) und RA-FLS (rot) nach Behandlung mit APRIL und
01602 Die Daten sind mittels Box-Whisker-Plots dargestellt, diese reprasentieren die 10., 25., 50. (Median), 75.
und 90. Perzentile. Die Scatterplots (Punkte) zeigen die einzeln erfassten Werte. Die y-Achse zeigt die relativen
IL-6-Konzentrationen in Prozent zur Kontrolle (Behandlung mit 10ng/ml APRIL =100%). Auf der x-Achse sind
die verschiedenen Behandlungen aufgetragen. *= p<0.05 Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Kontrolle
angegeben.
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4 Diskussion
4.1  Uberdurchschnittliche IL-6-Produktion durch OA-Synovial-
Fibroblasten im Vergleich zu RA-Synovial-Fibroblasten

Bekannt ist, dass fibroblastenartige-Synoviozyten — auch in Kultur — spontan eine gewisse
Menge an IL-6 produzieren.'?'*!

Bei den Ergebnissen dieser Arbeit ist auffillig, dass sich in den Uberstinden der OA-
Zelllinien jeweils — selbst bei den Kontrollen ohne Behandlung — hohere Konzentrationen an
IL-6 als in den Uberstinden der RA-Zelllinien finden. In den Uberstinden der OA-FLS, die
tiber 24 Stunden allein mit FCS-freiem Medium inkubiert wurden, wurde im Mittel eine 1L-6-
Konzentration von 823,94 pg/ml gemessen, wihrend in den Uberstinden der RA-FLS
lediglich 591,45 pg/ml vorhanden waren. Zu dieser Beobachtung muss ergénzt werden, dass
die Zelldichte der beiden Gruppen zu Behandlungsbeginn anhand der lichtmikroskopischen
Konfluenz beurteilt wurde und somit qualitativ vergleichbar war.

Dieses Ergebnis der IL-6-Konzentrationsdifferenz ist insofern iiberraschend, da eigentlich von
RA-Zelllinien eine hoéhere IL-6-Produktion zu erwarten gewesen widre, als durch OA-
FLS."?'% Vor allem fiir Serumkonzentrationen von IL-6 gilt, dass diese mit der RA-Klinik
(Morgensteifigkeit und Ritchie Index: Erfassung der Gelenkreaktionen auf Druck) und
laborchemischen Entziindungsparametern (CRP) korrelierend erhoht sind.** Fiir die in diesen
Experimenten vorliegende Patientenpopulationen gilt, dass die RA-Patienten (13,0 mg/l) im
Vergleich zu den OA-Patienten (2,6 mg/l) leicht erhohte CRP-Werte im Serum zeigen. Somit
wiren im Vergleich zumindest systemisch auch hohere IL-6-Werte bei RA-Patienten als bei
OA-Patienten zu erwarten. Und auch lokal wird eine Assoziation zwischen der IL-6-
Konzentration in der Synovialfliissigkeit und dem AusmaBl der chronischen Synovitis
beschrieben.” Es stellt sich nun also die Frage, worin sich die RA- und OA- Patienten —
abgesehen von ihrer Grunderkrankung — unterscheiden und ob diese Unterschiede die in
diesem Fall beobachtete hohere IL-6-Bildung durch OA- als durch RA-FLS rechtfertigen.

1. Auffillig ist, dass die OA-Patienten (72 Jahre) im Mittel zum OP-Zeitpunkt knapp acht
Jahre alter waren als die RA-Patienten (64,25 Jahre). Verschiedene Arbeiten beschreiben eine
positive Korrelation zwischen Lebensalter und gesteigerten TNF-a- und IL-6-Plasmaspiegeln
in gesunden Individuen und in Zufallspopulationen — unabhéngig von Krankheitsstatus und
speziellen Erkrankungen des Alters.'”'** Dabei handelt es sich um systemische

Beobachtungen, die sich eventuell auf lokale Sachverhalte tibertragen lassen konnten.
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2. Eine weitere OA- und RA-FLS differenzierende Beobachtung ist die Feststellung, dass die
RA-Fibroblasten im Vergleich zu OA-Fibroblasten unter den gleichen Kulturbedingungen
durchwegs langere Zeit (mehrere Tage Unterschied) bendtigten, um qualitativ die gleiche
Zelldichte — bzw. letztendlich Konfluenz — zu erreichen. Das heifit, die Zellvermehrung und
somit der Zellzyklus dauerte bei RA-Zellen ldnger als bei OA-Zellen. Diese Beobachtung
lasst Riickschliisse auf eine reduzierte Stoffwechselaktivitit bei den RA-Zellen im Vergleich
zu den OA-Zellen zu. Ein moglicher Erkldrungsansatz, der sich wiederum auf die
verschiedenen Patientencharakteristika bezieht, liegt in der Betrachtung der unterschiedlichen
Therapien. Wahrend vergleichbar viele OA- und RA-Patienten mit NSARs behandelt werden,
erhalten keine OA-Patienten — jedoch nahezu alle RA-Patienten — Steroide oder DMARD:s. Es
ist bekannt, dass Glukokortikoide eine antiinflammatorische Wirkung besitzen und unter

anderem die IL-6-Produktion hemmen.””'*

Zum Finsatz kamen hier allerdings Zellen der
Passagen zwei bis sieben, die sich zuvor mehrere Tage in Kultur befanden. Daher ist ein IL-6-
supprimierender Effekt durch eine direkte Glukokortikoidwirkung nicht zu erwarten. Es stellt
sich die Frage, ob die Steroidtherapie dennoch nachhaltige Auswirkung auf die
Stoffwechselaktivitidt der Fibroblasten im Sinne einer Art ,,zelluliren Gedédchtnisses® haben
konnte. In Tierversuchen mit Seebrassen konnte — durch die Identifizierung des Promotors im
IL-6-Gen — kiirzlich gezeigt werden, dass dieser sich durch proinflammatorische Zytokine
(wie TNF-a, IL-2 und IL-6 selbst) und Lipopolysaccharide signifikant induzieren und durch
Dexamethason signifikant hemmen ldsst. Damit wurde direkt gezeigt, wie die Aktivitdt des
IL-6-Genes auf Transkriptionsebene reguliert werden kann,'*®

Um die unter 1. vermuteten beeinflussenden Faktoren zu umgehen, konnten bei zukiinftigen
dhnlichen experimentellen Ansdtzen OA- und RA-Patienten nach Alter gematched werden.
Um in dieser Arbeit fiir alle im Folgenden diskutierten Ergebnisse vergleichbare Bedingungen
zu schaffen und um den Effekt der einzelnen Behandlungen besser beurteilen zu konnen,
werden relative Werte betrachtet. Das heiit die absoluten IL-6-Konzentrationen wurden in
Bezug zu den Kontrollbehandlungen der jeweiligen Zelllinien gesetzt. Dies schlieB3t nicht aus,
dass dennoch durch die Vorbehandlung mit Prednisolon die Promotorregion des IL-6 Gens
nachhaltig verdndert wurde. Allerdings zeigen die eigenen Versuche, dass die Hemmung der
IL-6-Produktion durch FLS mittels Cortisol bzw. die Stimulierbarkeit von IL-6 durch
Induktoren in RA und OA SFs moglich ist, was die prinzipielle Modulierbarkeit der IL-6
Produktion in RA- und OA-FLS zeigt.
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4.2 APRIL-induzierte IL-6-Produktion in RA-Synovial-Fibroblasten
Verschiedene Arbeiten messen dem APRIL und BAFF-System eine entscheidende Rolle bei
der RA bei. Dieser Gedanke geht auf die Beobachtung erhdhter APRIL- und BAFF-Spiegel
im Serum und der Synovialfliissigkeit von Patienten mit RA zuriick.'”*'*” FLS gehéren zu
den wichtigen Effektorzellen der RA, da ihre Aktivierung zur Knorpel- und
Knochendestruktion fithrt."* Vermittelt wird die Wirkung in erster Linie durch die Bildung
diverser Metaboliten, unter anderem dem proinflammatorischen Zytokin Interleukin-6."
(siche auch Abb. 2 und Kapitel 1.2)

Die Hauptthese dieser Arbeit unterstellt APRIL einen proinflammatorischen Effekt in der
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. Objektiviert werden sollte diese Vermutung anhand
der APRIL-induzierten Produktion des entziindungsfordernden Zytokins Interleukin-6 durch
fibroblastenartige-Synoviozyten aus entziindlich verdnderten Kniegelenken von Patienten mit
rheumatoider Arthritis. Tatsdchlich konnte in dieser Arbeit bei einer APRIL-Behandlung von
RA-FLS, nicht jedoch bei OA-FLS, ab einer Konzentration von 10ng/ml ein signifikanter
Anstieg der IL-6-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubationszeit beobachtet werden (vgl.
Abb. 9 und 10). Eine Verdffentlichung von 2007 beschreibt bereits, dass sich RA-
Fibroblasten durch APRIL dazu stimulieren lassen IL-6, TNF-a, IL-1p und auch APRIL
selbst zu produzieren. Als Nachweismethode diente lediglich die Genexpression. Ein
signifikanter Effekt dafiir wurde jeweils ab einer Behandlungskonzentration von 300ng/ml
APRIL beschrieben.”” In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Dosis-Wirkungskurven
gezeigt, dass bereits ab 10ng/ml eine Steigerung der IL-6-Produktion erreicht werden kann.
Die APRIL-Konzentrationen, die in anderen Arbeiten in der Synovialfliissigkeit von Rheuma-

1." Nimmt man solche

Patienten gemessen wurden, lagen im Mittel zwischen 30 und 40ng/m
Spiegel auch fiir die Patienten dieser Arbeit an, wiren biologisch vorkommende APRIL-
Konzentrationen also durchaus in der Lage sich auf die IL-6-Produktion in den rheumatisch
verdanderten Gelenken auszuwirken. Damit wdre APRIL in der Lage zur lokalen IL-6-
Produktion (und eventuell auch zur Bildung weiterer proinflammatorischer Zytokine) in
rheumatisch-entziindlich verdnderten Gelenken beizutragen. Die Korrelation von IL-6 mit
dem Progress der rheumatoiden Arthritis ist bekannt.”** In der Literatur wird beschrieben,
dass einem — dem zirkadianen Rhythmus unterworfenen — IL-6-Peak im Serum von RA-

Patienten ein IL-6-Peak in der Synovialfliissigkeit vorangeht. Die Ursache fiir gesteigertes

Serum IL-6 bei RA ist also in Pathologien der Synovia zu suchen.'*® Somit sind Faktoren wie
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APRIL, die in der Synovia die IL-6-Konzentration modulieren und v.a. induzieren, von
entscheidender pathogenetischer Bedeutung.

Auch durch hohere APRIL-Konzentrationen gelang keine Stimulation der IL-6-Produktion in
OA-FLS. Somit ist bei Patienten die nicht an RA erkannt sind auch nicht von einem APRIL-
Effekt auf FLS auszugehen.

Des Weiteren setzen diese Ergebnisse voraus, dass RA-FLS — um auf APRIL reagieren zu
konnen — Rezeptoren besitzen miissen mit denen APRIL interagiert. Infrage kommen hierfiir
die beiden bekannten und mit APRIL interagierenden Rezeptoren BCMA und TACI (siche
Kapitel 1.4.3). Da in Vorversuchen gezeigt wurde, dass BAFF nicht zu einer Induktion von
IL-6 beitrdagt, ist es wahrscheinlich, dass es sich bei dem Rezeptor den die RA-FLS
exprimieren, um BCMA handelt, denn dieser hat eine deutlich geringere Affinitdt zu BAFF
als zu APRIL.” Dieses Fazit deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen Beobachtung,
dass auf RA-FLS BCMA gefunden wurde, nicht jedoch TACI oder BAFF-R, wihrend sich
auf OA-FLS keiner dieser drei Rezeptortypen fand.'” Ob TACI und BAFF-R jedoch niemals
von RA-FLS préasentiert werden, oder ob sich deren Expression durch gewisse Stimulantien
induzieren lieBe, bleibt vorerst offen. Fiir die folgenden Beobachtungen beziiglich IL-6-
Anderungen gilt jedoch am wahrscheinlichsten, dass diese auf BCMA-Aktivierung durch
APRIL zuriickzufiihren sind, da das Rezeptorprofil der RA-FLS vermutlich nur BCMA
umfasst. Somit ist wohl APRIL — und nicht BAFF — das wichtige Zytokin, das auf RA-FLS
wirkt, obwohl die Spiegel beider Substanzen in vivo in der Synovialfliissigkeit von
Rheumapatienten erhoht sind. Damit besitzt BAFF im rheumatisch-verdnderten Gelenk
vermutlich andere Zielzellen, am ehesten B-Zellen.”>'® Die durch BCMA vermittelte
Signaltransduktion ist nicht génzlich geklart, bekannt ist jedoch eine TRAFs vermittelte NF-
kB-Aktivierung’* sowie ein Mechanismus in Zusammenhang mit INK-Aktivierung’ (siche
1.4.3). Schon 1995 wurde bei RA im Gegensatz zu OA eine hohe DNA-Bindungsaktivitét von
NF-kB in der Synovialmembran gefunden.'”” Der Transkriptionsfaktor NF-kB wiederum
induziert unter anderem die Interleukin-6-Transkription.'**"*' Beschrieben ist auBerdem, dass
IL-6 im Gegenzug die Expression von BCMA-mRNA heraufregulieren kann.** Als ein
weiterer Mechanismus wird in der Literatur beschrieben, dass APRIL via BCMA die Bildung
von RANKL auf RA-FLS induzieren kann, somit die Genese von Osteoklasten beglinstigt
wird und die Knochendestruktion voranschreitet'” (siche Kapitel 1.1.2 und Abb. 2).
AuBlerdem wird der Zellzyklus von RA-FLS durch APRIL-Interaktionen mit von RA-FLS
exprimiertem BCMA akzelleriert' (siche auch Abb. 28).

66|Scite



Somit konnen alles in allem sowohl APRIL als auch BCMA interessante Zielstrukturen fiir
neue Therapieansitze darstellen. Atacicept, ein rekombinant hergestelltes Fusionsprotein
(TACI-Ig), das BAFF und APRIL bindet, befindet sich bereits im Rahmen von Studien im
experimentellen Einsatz gegen RA (siehe Kapitel 1.4.4).

Als abschlieBendes Fazit aus diesem Experiment ist zu ziehen, dass APRIL nicht
ausschlieBlich ein BAFF-Analogon ist, welches eine entscheidende Rolle im B-Zell-System
spielt und dadurch einen Effekt auf das adaptative Immunsystem ausiibt. Vielmehr handelt es
sich bei APRIL auch um einen Faktor, der als Aktivator von FLS Zytokinproduktion induziert

und damit ein Akteur in der humoralen Immunologie ist.
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4.3 Induzierbarkeit der IL-6-Produktion in OA- und RA-Fibroblasten
durch starke Aktivatoren wie TNF und IL-1P im Verhiltnis zu
APRIL

Im Vergleich zur IL-6-Induktion mit APRIL sollte auch analysiert werden in welchem
Ausmal} sich RA-Fibroblasten und auch OA-Fibroblasten grundsitzlich zur Interleukin-6-
Produktion aktivieren lassen. Zur Anwendung kamen dabei die Stimulatoren TNF und IL-1
jeweils in den Konzentrationen 1 und 10ng/ml. Im Vergleich zu APRIL-behandelten FLS
gelingt mit TNF eine um Faktor 50 bis 100 verstirkte IL-6 Produktion und mit IL-1p sogar
eine 500- bis 1000-fach hohere IL-6-Bildung.

Die IL-6-Induzierbarkeit findet sich hier sowohl fiir OA als auch fiir RA in vergleichbarem
AusmaB. (siche Abb. 15 und 16) Im Verhiltnis scheint die TNF-Wirkung auf OA- und die IL-
1-Wirkung auf RA-FLS jeweils ein wenig ausgeprigter.

Wir konnten zeigen, dass die vorliegenden Zelllinien grundsétzlich stimulierbar und zur IL-6-
Bildung induzierbar sind. In der Literatur wird empfohlen in vitro mit FLS der Passagen drei
bis neun zu arbeiten, da friihere Passagen nennenswerte Anzahlen verunreinigender Zellen
enthalten (v.a. Synovial-Makrophagen) und in spéteren Passagen die FLS altern und ihre
Seneszenz zunimmt.'*"""** Das heif}t, bei den FLS in dieser Arbeit (Passagen zwei bis sieben)
sollte es sich zum Grofteil um homogene stoffwechselaktive Zellpopulationen handeln.
Weiterhin wird beschrieben, dass Synovialfibroblasten wéihrend der ersten Wochen in Kultur
spontan Proteoglykane, Zytokine, Wachstumsfaktoren, MMPs und Prostaglandine bilden,
diese Produktion jedoch bis zur dritten Passage allméhlich abnimmt. Nach diesem Zeitpunkt
sind auftretende Effekte also induziert und auf von extern zugefiihrte Mediatoren
zurlickzufiihren. Der RA-Phinotyp kann aber auch noch in spéteren Passagen durch die

Behandlung mit Zytokinen wie IL-1 und TNF wiederhergestellt werden.'*'

Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass sich die IL-6-Produktion signifikant durch IL-1 und TNF
induzieren lasst. Zuséitzlich zu diesem Sachverhalt ist in der Literatur ebenfalls beschrieben,
dass diese IL-1- oder TNF-abhidngige IL-6-Bildung iiber den NF-kB-Signalweg vermittelt
wird, 121133134
Auch in anderen Arbeiten wurde eine IL-6-Induktion durch TNF-a und IL-1p auf RA-FLS
untersucht. Gefunden wurden dabei signifikante IL-6-Induktionen fiir Behandlungs-

konzentrationen von jeweils 10ng/ml TNF-a und IL-1B. Auch dort handelte es sich bei IL-1
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um die eindeutig stirkere Stimulanz.'*”> Somit handelt es sich um reproduzierbare Ergebnisse
und die Zellen sind zur IL-6-Bildung eindeutig stimulierbar.

Dass auch OA-FLS — den Ergebnissen dieser Arbeit nach — eindeutig auf die TNF-/IL-1(-
Behandlungen mit IL-6-Bildung antworten, ist vor allem in Bezug auf das vorangehende
Kapitel (4.2) von Bedeutung. Denn die verschiedenen Reaktionen der OA- und RA-FLS auf
APRIL-Behandlung sind somit aller Wahrscheinlichkeit nach tatsdchlich Folge des
Rezeptorstatus (BCMA auf RA und nicht auf OA) bzw. des nachgeschalteten Signalweges
und nicht der Tatsache geschuldet, dass OA-FLS eventuell grundsitzlich weniger/nicht

stimulierbar sein konnten.

Des Weiteren soll die durch TNF und IL-1B erreichte IL-6-Produktion mit der IL-6-
Steigerung, die durch APRIL-Stimulationseffekte induziert wird, in Relation gesetzt werden.
Wie bereits erldutert wurden TNF und IL-1B-Konzentrationen mehrfach im Serum und in der
Synovialfliissigkeit von RA-Patienten als erhdht beschrieben.**"*” AuBerdem wurde bereits
berichtet, dass sie IL-6 induzieren konnen.'” Sie sind somit ein guter Indikator das Verhaltnis
— um welches APRIL die IL-6-Produktion erhdht — im Kontext zu beurteilen und um damit
dessen biologisch-klinische Relevanz abzuschéitzen.

Zunichst muss dafiir beleuchtet werden ob die in vitro Ergebnisse dieser Arbeit fiir TNF und
IL-1p auch auf die in vivo Situation Ttbertragen werden kann. Die Analyse der
Synovialfliissigkeit von RA-Patienten ergibt im Schnitt TNF-Konzentrationen von ca.
100pg/ml. Im Gegensatz dazu findet man in der Synovialfliissigkeit von OA-Patienten
signifikant niedrigere TNF-Spiegel von knapp 40pg/ml."*” Eine weitere Arbeit aus dem Jahr
2011 zeigt, dass in der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten (Median: 9,3pg/ml) signifikant
hohere IL-1 Konzentrationen als in der Synovialfliissigkeit von OA-Patienten (im Median:
7,8pg/ml) zu finden sind.'** Frithere Arbeiten berichten von IL-1p-Konzentrationen in der
RA-Synovialfliissigkeit einzelner Patienten von bis zu 250pg/ml."**!*

Die niedrigsten TNF-/IL-1B-Konzentrationen, die in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz
gekommen sind, betragen Ing/ml, also die zehn- bis hundertfache Konzentration der in vivo
gemessenen Konzentrationen in der Synovialfliissigkeit. Die hier eingesetzten
Konzentrationen von Ing/ml rufen eine eindeutig signifikante (p=0,001) IL-6-Produktion
hervor, =zusidtzlich sind in der Literatur ebenfalls Effekte durch physiologische

133,140

Konzentrationen beschrieben, so dass auch hier davon ausgegangen werden kann, dass

auch niedrigere Konzentrationen Effekte auf FLS haben.
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Durch die Behandlung von RA-FLS mit APRIL konnte zwar eine signifikante IL-6-
Steigerung erreicht werden (sieche Abb. 9), diese scheint jedoch gering - verglichen mit der
durch TNF und IL-1B erreichten Induktion (siche Abb. 15 und 16). In Anbetracht der
Tatsache, dass bei Behandlungen mit APRIL physiologische bei Stimulationen mit TNF und
IL-1p unphysiologisch hohe Konzentrationen zum Einsatz kamen, wird die APRIL-Wirkung
unterschitzt. Beispielsweise gibt es Beobachtungen, dass physiologische TNF-
Konzentrationen (100pg/ml) die IL-6-Bildung durch RA-FLS nach 24-stiindiger in vitro

Behandlung um ca. 50%'

, IL-1B-Konzentrationen von 100pg/ml die IL-6-Bildung um ca.
400%"* steigern. Die Behandlung mit physiologischen APRIL-Konzentrationen von 10ng/ml
bzw. 100ng/ml brachten eine IL-6-Steigerung um 20 bzw. knapp 30% (vgl. Abb. 9). Somit
sind APRIL-Effekte durchaus von dhnlich relevanter Bedeutung.

Dass in der Synovialfliissigkeit gefundene APRIL-Konzentrationen ausreichen kdnnten die in
vitro beobachteten Effekte auch in vivo zu erzielen wurde bereits erldutert. Wie in Kapitel 4.2
beschrieben und in Abbildung 28 veranschaulicht, kann APRIL RA-FLS dazu stimulieren
TNF und IL-1B zu produzieren.'” Wie zuvor dargestellt fithren diese beiden Zytokine in ihrer
Wirkung auf RA-FLS zur NF-kB-abhingigen IL-6-Bildung. Somit fordert APRIL durch
BCMA-Bindung nicht nur direkt die IL-6-Bildung. Vielmehr wird dieser Effekt durch
indirekte auto- und parakrine Mechanismen im Sinne eines positiven Regelkreises verstirkt.
Auch die Bildung von APRIL selbst wird durch APRIL-Wirkung an BCMA gesteigert'® und
konnte wiederum weitere FLS der Umgebung stimulieren. Nicht zuletzt soll erneut erwihnt
werden, dass IL-6 die Expression von BCMA-mRNA heraufregulieren kann.*® Eine Reihe an

Mechanismen kann das Zusammenspiel aus APRIL-BCMA-Interaktion und RA-FLS also

intensivieren.

TNF-Antagonisten (Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab) haben als Biologika
eine relevante Bedeutung in der Behandlung der RA erlangt. Auch einen IL-1-Antagonisten
(Anakinra) gibt es im klinischen Einsatz. (siche auch Abb. 2) Auf diese Art von Therapien
gibt es jedoch nicht nur Responder. Verschiedene Patienten sprechen individuell sehr
unterschiedlich auf die Therapien an. Ein Erkldrungsansatz liegt in der ebenfalls auffilligen
Variabilitit im Zytokinprofil der einzelnen Patienten. Es wird beispielsweise vermutet, dass
Patienten mit hoher TNF-Expression besser auf TNF-Antagonisten und Patienten mit hohen
Spiegeln an anti-CCP oder RF und vielen synovialen B-Zellen besser auf B-Zell-gerichtete
Therapien ansprechen konnten.” Eventuell kénnen an dieser Stelle auch APRIL- und BAFF-
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Antagonisten, wie Belimumab und oder Atacicept (siche Kapitel 1.4.4) ins Spiel kommen.
Auch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Hypothese, da es im Patientenkollektiv
grofle interindividuelle Unterschiede gibt, sowohl im Ansprechen auf die Behandlung mit
TNF und IL-1pB als auch auf die Behandlung mit APRIL, mit IL-6-Steigerungen auf bis zu
250% der Kontrolle (siche Abb.10).
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Abbildung 28: APRIL-Wirkung auf RA-FLS Die Abbildung zeigt schematisch einen fibroblastenartigen
Synoviozyten bei rheumatoider Arthritis. Dieser besitzt den Rezeptor BCMA, an den dessen Ligand APRIL
bindet. Die durchgezogenen Pfeile beschreiben die direkten Auswirkungen der BCMA-Aktivierung durch
APRIL. Diese induziert die IL-6 Bildung (Ergebnisse der vorliegenden Arbeit) via NF-kB">"*!  die Bildung
von TNF, IL-1 und APRIL selbst, die Expression von RANKL und die Steigerung des Zellzyklus der FLS." Die
gestrichelten Pfeile beschreiben die indirekten Auswirkungen der BCMA-Aktivierung durch APRIL. Diese
beinhalten autokrine/parakrine Wirkung und durch autokrine/parakrine Wirkung hervorgerufene Effekte: APRIL
selbst kann erneut mit BCMA interagieren, TNF und IL-1 konnen ebenfalls via NF-kB-Weg die 11-6-Bildung
induzieren'*' und IL-6 fordert die BCMA-m-RNA-Expression.*

Fiir alle folgenden Betrachtungen ist zudem interessant, dass APRIL — im Gegensatz zu TNF
und IL-1B — unterschiedliche Effekte auf RA und OA hat. Es induziert die IL-6-Produktion
durch seine Wirkung auf RA-FLS und erzielt keine solchen Effekte auf OA-FLS. Somit
konnen OA-FLS im Weiteren auch als Kontrollgruppe betrachtet werden.
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4.4 APRIL-abhingige Modulation der Cortisol-induzierten IL-6-Hemmung

in OA und RA-Synovial-Fibroblasten

Wihrend IL-1B und TNF als ,,Positivkontrolle in Bezug auf die Stimulierbarkeit von FLS
zur IL-6-Produktion dienen, sollte im Gegensatz dazu auch tiberpriift werden, ob sich die IL-
6-Produktion addquat hemmen ldsst. Zur Behandlung wurde dabei das antiinflammatorische
Steroidhormon Cortisol eingesetzt. Zusitzlich kombiniert wurde die Cortisol-Behandlung der
RA- und OA-FLS mit der Stimulation durch APRIL und im Folgenden werden etwaige
Aspekte einer Wechselwirkung diskutiert.

Zuerst soll der Sachverhalt fiir RA-FLS betrachtet werden. Zu einer signifikanten Hemmung
der IL-6-Bildung verglichen mit unbehandelten Zellen kommt es bei einer Behandlung der
Zellen aus einer Kombination mit Cortisol (10nmol/l) und APRIL 1ng/ml. (vgl. Abb. 11) Da
fiir Ing/ml APRIL kein hemmender Effekt auf RA-FLS zu erwarten ist (vgl. Kapitel 4.2),
lasst sich diese Hemmung wohl auf die Cortisolwirkung zuriickfiihren.

Cortisol hemmt die Entziindungsreaktion durch die Herabregulierung der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-1B und IL-6."" Eine Glukokortikoid-abhingige
Hemmung der IL-6-Bildung durch RA-FLS ist in der Literatur beschrieben'” und somit eine
Reduktion der IL-6-Konzentration fiir Zelliiberstdnde Cortisol-behandelter FLS zu erwarten.
Die Normwerte fiir die endogene Niichtern-Cortisolkonzentration im Serum betragen 138 bis
690nmol/l."*" Dabei handelt es sich um morgendliche Spitzenspiegel. In dieser Arbeit werden
die FLS mit Cortisolkonzentrationen ab 10nmol/l behandelt, also durchaus mit physiologisch

vorkommenden Konzentrationen.

Durch Steigerung der APRIL-Konzentrationen ldsst sich diese Cortisol-induzierte IL-6-
Hemmung wieder aufheben, so dass fiir Behandlungen mit 100ng/ml APRIL trotz
bestehender Cortisolbehandlung die IL-6-Konzentration wieder signifikant steigt. (vgl.
Abb.11)

Ein weiterer Ansatz dieser Arbeit variiert die Cortisolkonzentration bei konstantem APRIL-
Stimulus (100ng/ml - eine Konzentration, die IL-6 eindeutig induziert, vgl. Kapitel 4.2).
Sowohl Cortisolkonzentrationen von 10nmol/l, als auch 100nmol/l hemmen den
proinflammatorischen Effekt von APRIL wiederum signifikant (vgl. Abb. 13). Das heif3it der
stimulatorische APRIL-Effekt und auch der hemmende Cortisol-Effekt wirken gleichzeitig
auf RA-FLS. Veridnderungen der IL-6-Konzentrationen heben sich somit gegenseitig auf. Es

stellt sich die Frage nach dem zugrunde liegenden biologischen Mechanismus: Cortisol
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hemmt die IL-6-Bildung iiber die Beeinflussung der IL-6-Tranksription'*®. AuBerdem ist
bekannt, dass die hemmende Wirkung von Glukokortikoiden weitgehend auf
Wechselwirkungen zwischen aktivierten Glukokortikoidrezeptoren und Transkriptions-
faktoren wie NF-kB — die wiederum die Expression inflammatorischer Gene vermitteln —
beruht und zu deren Suppression fiihrt.'**'* APRIL induziert die IL-6-Bildung via NF-kB"?

B! Von klinischem Interesse konnte

und beeinflusst dadurch ebenfalls die IL-6-Transkription
dieses Wissen bei einer eventuellen therapeutischen Kombination von Steroiden und APRIL-
Antagonisten sein. Es konnte davon ausgegangen werden, dass — zumindest in Bezug auf die
IL-6-Regulation bei FLS — biologisch auf gleicher Ebene angegriffen wird. Die Bedeutung
von NF-kB in der RA-Genese wurde in dieser Arbeit schon mehrfach erwdhnt. Dass eine NF-
kB-Hemmung (z.B. durch IKK-Inhibitoren) die Gelenkentziindung unterdriickt, wird auch
durch Tiermodelle gestiitzt.'**

Fiir noch hohere Cortisolkonzentrationen (1pmol/l) lassen sich in dieser Arbeit jedoch keine
Signifikanzen mehr beobachten. (vgl. Abb. 13) Da es sich hierbei um unphysiologisch hohe
Konzentrationen handelt, konnten dabei unspezifische Mechanismen wirksam werden.
AuBlerdem kann Cortisol {iber viele verschiedene Wege seine Wirkung entfalten.
Grundsitzlich lassen sich die verschiedenen Wirkmechanismen in genomische und nicht-
genomische einteilen.'* Die bisher diskutierten Effekte werden iiber die genomische Wirkung
vermittelt und damit {iber intrazellulire Kortikosteroid-Rezeptoren, deren Hauptaufgabe in
der Transaktivierung, DNA-Bindung spezifischer DNA-Doménen und Liganden-Bindung

liegt."*

Die schnelle nicht-genomische Wirkung wird vermutlich durch membranstiandige
Rezeptoren oder durch Translokation in Mitochondrien vermittelt.'”’ Diese umfasst unter
anderem den analgetischen Effekt sowie die Hemmung der Expression von
Adhisionsmolekiilen.”” Wihrend tiber GRo. (Glukokortikoidrezeptor o) die Transkription von
5-20% des exprimierten menschlichen Genoms reguliert wird und die meisten bekannten
Cortisolwirkungen vermittelt werden, bindet GRpP keine Glukokortikoide'*” und besitzt eine
ausgeprigte negative Wirkung auf die GRo-induzierte Transkription.'*® Dass es bei RA-
Patienten mitunter zu Glukokortikoidresistenz kommt, kdnnte an einer hohen Expression von

149

GRp bei diesen Patienten liegen. Diese GRB-Expression wiederum wird wohl im Beisein

proinflammatorischer Enzyme induziert.'*” Ein spezielles Glukokortikoidrezeptorgen, das die

Stabilitit von GRP erhoht, ist ebenfalls mit RA assoziiert.'*
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Membranstindiger GR ist bei Patienten mit rheumatoider Arthritis ebenfalls hochreguliert.'
Direkte Membraneffekte durch Glukokortikoide konnten speziell bei hohen Konzentrationen

beobachtet werden.'®!

Auch fiir OA-FLS konnte gezeigt werden (vgl. Abb. 11 und 14), dass Cortisol die IL-6-
Konzentration erniedrigt. Da bei OA kein APRIL-Effekt beobachtet wurde, ist diese
Hemmung wohl auf die alleinige Cortisolwirkung zuriickzufiihren. Da APRIL die IL-6-
Konzentration bei OA aber nicht steigert (vgl. Kapitel 4.2), zeigen sich keine zusdtzlichen
Signifikanzen im Vergleich mit der alleinigen APRIL-Behandlung.

Zusammenfassend bedeutet dies: Cortisol hemmt die IL-6-Bildung in RA- und OA-
Fibroblasten. Die Negativkontrolle ist also aussagekriftig und die IL-6-Bildung grundsétzlich
in beiden Fillen hemmbar.

Insgesamt aber ist der Cortisol-induzierte inhibitorische Effekt auf das proinflammatorische
Zytokin IL-6 bei RA ausgeprégter als bei OA. Zusitzlich verdeutlichen die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass APRIL einen Beitrag zur Entziindungsreaktion bei RA leistet. Es wird durch die
Ergebnisse dieses Versuchsansatzes erneut die Hypothese gestiitzt, dass die unverdnderte IL-
6-Konzentration bei RA-FLS bei gleichzeitiger Anwesenheit von APRIL und Cortisol darauf
zuriickzufiihren ist, dass beide Substanzen entgegengesetzte Effekte haben, die sich aufheben.
Dies wird erneut im Vergleich mit OA-FLS deutlich, da hier aufgrund fehlender APRIL-
Wirkung nur Cortisol wirken und somit die IL-6-Bildung hemmen kann. Als ursédchlich

hierfiir wiederum ist der unterschiedliche Rezeptorbesatz von OA- und RA-FLS anzusehen.
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4.5 Hormonelle Modulation der APRIL-induzierten IL-6-Produktion in

OA- und RA-Synovial-Fibroblasten

Da das Steroidhormon Cortisol Effekte auf die IL-6-Produktion durch OA- und RA-FLS
gezeigt hat, wurde die Wirkung weiterer Steroidhormone im experimentellen Ansatz
untersucht. Sexualhormone zeigen einen starken Einfluss auf den Verlauf und die
Suszeptibilitidt bei rheumatoider Arthritis (vgl. Kapitel 1.5.2), weshalb sie hier gesondert
betrachtet werden. Das hauptsichliche Augenmerk liegt hierbei auf einer hormonell
getriggerten Modulation der APRIL-induzierten IL-6-Produktion, da durch die Anwesenheit
von APRIL verstérkt die pathophysiologische Situation im RA-Gelenk wiedergespiegelt wird
und selbst die Cortisolhemmung aufgehoben werden kann (vgl. Kapitel 4.4).

Bei Dihydrotestosteron (DHT) handelt es sich um die biologisch aktivste Form von
Testosteron und damit um das eigentlich biologisch wirksame Androgen.'”*'>* Die
Behandlung von OA-FLS mit APRIL und DHT brachte eine Hemmung der IL-6-Freisetzung
signifikant ab DHT-Konzentrationen von 100pmol/l (vgl. Abb.17). Da fiir OA-FLS diese
Wirkung nicht durch APRIL zu erklédren ist (vgl. Kapitel 4.2), bestitigt dies den bekannten
entziindungshemmenden Effekt dieses potenten Androgens. Die Konzentrationen, die
hemmende Effekte gezeigt haben, sind um den Faktor 100 niedriger als unter physiologischen
Bedingungen vorkommende Testosteronkonzentrationen im Serum.'*' Typische DHT-Serum-
Konzentrationen bei erwachsenen Frauen liegen im Bereich 0,2 bis 1,0nmol/l und fiir Méanner

1.'2 Daher konnen die in dieser Arbeit fir DHT erzielten

zwischen 0,9 und 2,9nmol/
Ergebnisse als biologisch relevant angesehen werden.

Dass die IL-6-Konzentrationsdnderung tatsdchlich auf DHT zuriickzufiihren ist, zeigt die
gleichzeitige Behandlung mit Nilutamide, einem Androgenrezeptorantagonisten.'>* Nach
Zugabe von Nilutamide wird die DHT induzierte Reduktion der IL-6 Menge wieder
aufgehoben (vgl. Abb. 18). Diese Ergebnisse stlitzen die These, dass DHT
entziindungshemmende Wirkung besitzt. Bekannt ist die immunsuppressive Wirkung von
Androgenen sowohl auf die humorale als auch auf die zellulire Immunantwort.'>>'>%!’
Schon frith wurde auBBerdem beschrieben, dass sich insbesondere die IL-6-Produktion via
Testosteron und DHT negativ beeinflussen lisst."”® Fiir DHT behandelte OA-FLS wurde in
den Ergebnissen dieser Arbeit also genau diese zu erwartende IL-6-Hemmung beobachtet.

Fiir RA-FLS zeigen sich keine Signifikanzen im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit

APRIL. Es ist jedoch bekannt, dass RA-FLS Androgenrezeptoren (AR) besitzen und dass
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DHT in RA-FLS die — durch IL-1 und TNFa induzierte — Produktion proinflammatorischer

Zytokine (wie IL-6) hemmt.'®

Das heif3t also, dass APRIL — gemil3 den Erwartungen — einer
mutmallich DHT-getriggerten IL-6-Hemmung entgegenwirkt und diese teilweise oder
vollstindig kompensiert. Klarer werden die Zusammenhinge in Verbindung mit der Tatsache,
dass die gewohnlich durch DHT ausgeldste IL-6-Hemmung auf einer Androgenrezeptor-
abhingigen Inhibition des NF-kB-Weges beruht.'”” Auch die APRIL induzierte IL-6-
Produktion wird vermutlich via NF-kB-Weg vermittelt,””’* so dass sich die APRIL- und
DHT-Effekte am NF-«B-Weg aufheben.

Zusammenfassend bedeuten diese Ergebnisse: In Anwesenheit von APRIL verliert DHT bei
RA seine bekannte antiinflammatorische, IL-6 reduzierende Wirkung, oder diese wird
zumindest deutlich abgeschwécht. Es kann jedoch fiir RA-FLS eine breite Streuung der
gemessenen IL-6-Werte nach Behandlung mit der Kombination aus APRIL und DHT
beobachtet werden (vgl. Abb. 17). Diese ldsst darauf schliefen, dass die einzelnen Zelllinien

der verschiedenen Rheuma-Patienten sehr unterschiedlich auf die Stimulation reagieren. Es

konnte somit also zusitzliche Einflussfaktoren auf die APRIL-DHT-Interaktion geben.

Als nichstes werden die Effekte einer Kombinationsbehandlung aus APRIL und Estradiol
(E2), einem der wichtigsten natiirlichen Estrogene diskutiert. Fiir diese Stimulation ergibt sich
ein dhnliches Bild, wie fiir die Kombination aus DHT und APRIL: Behandlungen von OA-
FLS mit E2/APRIL hemmen die IL-6-Produktion (zum Teil signifikant), wihrend
Behandlungen von RA-FLS mit E2/APRIL keine signifikante Variation in der IL-6-Bildung
im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit APRIL zeigen (vgl. Abb. 19).

In der Synovialfliissigkeit von Patienten mit RA wurden erhdhte Estradiolspiegel gefunden.'”
Die Normwerte fiir Estradiol im Serum liegen fiir Frauen zyklusabhédngig zwischen 70 und
2095pmol/L."*"  Damit handelt es sich bei den Behandlungskonzentrationen dieses
Versuchsaufbaus, die zur signifikanten IL-6-Konzentrationsdnderung gefiihrt haben,
wiederum um physiologisch vorkommende Spiegel und damit um biologisch relevante
Beobachtungen. Estrogenspiegel in der Synovialfliissigkeit sind sowohl insgesamt als auch im
Verhiltnis zu Androgenen bei Patienten und Patientinnen mit RA erhoht.'*'®" Ein Grund
hierfiir liegt in einer gesteigerten lokalen enzymatischen Aromataseaktivitit und somit in
einer vermehrten Umwandlung von Hormonvorstufen in Estrogene im gleichzeitigen Beisein

proinflammatorischer Enzyme (TNF-a, IL-1 oder IL-6).'9%!63:160
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Estradiol wird eine duale Rolle mit in erster Linie pro- aber auch antiinflammatorischen
Effekten bei chronisch entziindlichen Erkrankungen zugesprochen. Diese sollen in
Abhéngigkeit der jeweiligen Konzentrationen auftreten. Viele der Estrogenwirkungen werden
dabei iiber den NF-kB-Weg vermittelt.'® Von Interesse sind hierbei bisher gefundene
Auswirkungen auf die IL-6-Bildung. Beispielsweise wurde fiir verschiedene Zelltypen
gezeigt, dass E2 die IL-6-Produktion durch Interaktionen mit der NF-xB-Wirkung am IL-6-

165,166,167

Promotor hemmt. Unabhiéngig davon gibt es noch eine Reihe weiterer Arbeiten in

denen iiber Konstellationen, die zu einem hemmenden Effekt von E2 auf NF-«kB fiihren,

berichtet wird (zusammengefasst in '

). Einer Arbeit zufolge kommt es ab einer E2
Konzentration von 100pmol/l zur Hemmung der NF-kB Aktivierung.'® Dies deckt sich mit
den Beobachtungen dieser Arbeit, in denen sich ab einer Estradiol-Behandlung von 10pmol/l
und hoher fiir OA-FLS ein signifikanter hemmender Effekt auf die IL-6-Produktion zeigt (vgl.
Abb. 19), und auch mit der in der Literatur bereits beschriebenen Schlussfolgerung, dass eine
entziindungshemmende E2-Wirkung nur durch héhere Hormonkonzentrationen zu erwarten
ist.'® Dass dieser hemmende Effekt nur fiir Estradiol behandelte OA- und nicht fiir RA-FLS
zu beobachten ist, bestitigt erneut die Hypothese, dass APRIL nur in RA-FLS zu einer NF-
kB-vermittelten IL-6 Induktion fiihrt.”*” Also ist der proinflammatorische APRIL-Effekt
auch bei gleichzeitig wirkendem antiinflammatorischem E2-Effekt vorhanden.

Estradiol bindet sowohl den Estrogenrezeptor-o, als auch den Estrogenrezeptor-f.'® Um
weiter zu differenzieren iiber welchen speziellen Estrogenrezeptor (ER) die Hemmung der
APRIL-induzierten IL-6-Steigerung vermittelt wird, wurden selektive ER-Agonisten
eingesetzt. Hierbei zeigt sich sowohl flir OA-, als auch fiir RA-FLS, dass die IL-6-Hemmung
anscheinend via ER-a vermittelt wird (vgl. Abb. 20). Schon frither wurde gezeigt, dass RA-
FLS funktionsfahigen ER-o besitzen und diese somit Zielstrukturen fiir hormonelle
Regulation darstellen.!”® Bemerkenswert hierbei ist, dass in dieser Arbeit die direkte selektive
Aktivierung der verschiedenen Rezeptortypen, das gleiche Ergebnis fiir OA- und RA-FLS
zeigt. Das heiflt fir RA-FLS: bei direkter Aktivierung des ER-a iiberwiegt der NF-kB-
vermittelte'”' hemmende Effekt auf die IL-6-Produktion dem aktivierenden APRIL-Effekt.

Zuletzt sollen noch die Auswirkungen einer kombinierten Zellbehandlung aus Progesteron
und APRIL betrachtet werden. Auffallig sind hierbei wiederum die schon fiir E2 und DHT
gemachten Beobachtungen: Die IL-6-Antworten der RA-FLS sind inhomogener als die der
OA-FLS und eine signifikante Hemmung der APRIL-induzierten IL-6-Steigerung zeigt sich
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bei Behandlung der OA-FLS nicht aber bei Behandlung der RA-FLS (vgl. Abb. 21). Auch
erhohte Progesteronkonzentrationen wurden in der Synovialfliissigkeit von Patienten mit RA

139 progesteron beeinflusst verschieden Zytokine und unterdriickt neben TNF und

gefunden.
IL-1B auch die IL-6-Produktion — untersucht beispielsweise an Lymphozyten von RA-
Patienten.'”>'” Dies deckt sich mit den Beobachtungen dieser Arbeit, wo als Folge der
Behandlung von OA-FLS mit verschiedenen Progesteronmengen bei einigen Konzentrationen
signifikant weniger IL-6 gebildet wurde. Da dieses Ergebnis nicht fiir RA-FLS beobachtet
wird, bestitigt sich erneut die Hypothese, dass die APRIL induzierte IL-6-Bildung durch die
hormoninduzierte Il-6-Hemmung kompensiert wird, zumal Progesteron NF-«kB-
supprimierende Wirkung in diversen Arbeiten bei Versuchen mit verschiedenen Zelltypen

zeigt.""*'">!7% Analog zu den Beobachtungen bei Behandlungen mit DHT und E2 kann also

auch hier eine Interaktion auf Transkriptionsebene vermutet werden.
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4.6 Sympathomimetische Modulation der APRIL-induzierten IL-6-
Produktion in OA- und RA-Synovial-Fibroblasten

Das sympathische Nervensystem wirkt iiber seine entsprechenden Neurotransmitter
immunmodulatorisch, beispielsweise bei rheumatoider Arthritis (vgl. dazu Kapitel 1.5.3). Aus
diesem Grund wurde die Modulation der APRIL-induzierten IL-6 Produktion in Kombination
mit einer Behandlung durch rezeptorselektive Sympathomimetika untersucht.

In Bezug auf eine Behandlung mit dem selektiven a,-Agonisten Clonidin zeigen sich keine
relevanten Unterschiede beziiglich der IL-6-Konzentrationen weder zwischen OA und RA
noch im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit APRIL (vgl. Abb. 22). Bei der Behandlung
mit dem selektiven a;-Agonisten Phenylephrin wird fiir eine Konzentration von 10nmol/l eine
Hemmung der IL-6-Produktion durch OA-FLS beobachtet. Frithere Untersuchungen von RA-
FLS haben gezeigt, dass Behandlungen mit Noradrenalin in niedrigen Konzentrationen
(10nmol/l) die Sekretion von IL-6 signifikant hemmen.'”” Dies geschicht am ehesten via a-
Rezeptor vermittelter Noradrenalinwirkung. Dass diese Hemmung in dieser Arbeit fiir RA-
FLS nicht beobachtet wird, stiitzt erneut die Hypothese, dass ein gleichzeitig APRIL-
induzierter positiver Effekt auf die IL-6-Produktion diese kompensiert.

Eine weitere signifikante Beobachtung kann fiir OA-FLS bei einer Behandlung mit dem
Betamimetikum Isoproterenol in einer Konzentration von 1nmol/l gemacht werden: Die IL-6-
Konzentration ist hierbei im Vergleich zur alleinigen APRIL-Behandlung signifikant
gehemmt. Immunsuppressive Effekte auf verschiedene Zelltypen durch Stimulationen von [3-
Rezeptoren mit Hemmung der TNF-a-, IL-1- und zum Teil auch der IL-6-Bildung sind
bekannt.'*!7>1%181 Die APRIL-induzierte IL-6-Produktion durch RA-FLS bleibt wiederum
unverdndert und verdeutlicht erneut den APRIL-vermittelten antagonisierenden Effekt. (vgl.
Abb. 22)

Fir Behandlungen mit hoheren Konzentrationen an Isoproterenol zeigt sich in der
vorliegenden Arbeit dieser Unterschied zwischen OA- und RA-FLS nicht. Insgesamt werden
hier hohere IL-6-Konzentrationen beobachtet. Eine weitere Reihe an Arbeiten beschreibt fiir
diverse Zelltypen in Zusammenhang mit Katecholaminen und speziell B-Rezeptor-vermittelt
eine IL-6-Induktion.'**!83184183186 1yjaq 1énnte die Beobachtung erkldren. Beispiclsweise
wurde speziell fiir OA-FLS auf eine Behandlung mit Noradrenalin hin (ab Konzentrationen
von 100nmol/l) ein signifikanter Anstieg der IL-6-Sekretion beschrieben.'”’” Vermittelt durch
B-Rezeptor-Wirkung konnte der APRIL-Effekt bei hoheren Ligandenkonzentrationen also

zusétzlich verstarkt werden.
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4.7 Modulation der APRIL-induzierten IL-6-Produktion in OA- und RA-

Synovial-Fibroblasten durch Liganden des Endocannabinoidsystems

Auch fir FLS-Behandlungen mit Liganden des Endocannabinoidsystems wurde schon eine
Beeinflussung der IL-6-Produktion beobachtet (Lowin; unpublished data), so dass auch dieses
Zytokinsystem in Zusammenhang mit APRIL untersucht wurde.

Fir AEA-behandelte RA-FLS zeigt sich bei hoheren Behandlungskonzentrationen eine
signifikante Hemmung der IL-6-Konzentration (vgl. Abb. 23). Diese Ergebnis passt zu bereits
gefundenen Beobachtungen, die auf die Behandlung mit AEA hin eine Reduktion der durch
IL-1 induzierten IL-6-Menge um etwa 30% beschreiben (Lowin; unpublished data). Verstérkt
tritt dieser Effekt bei gleichzeitiger Behandlung mit einem Inhibitor der FAAH (dem
Abbauenzym von AEA'®) auf (vgl. Abb. 24). Dies spricht deutlich dafiir, dass der gefundene
Effekt auf AEA zuriickzufiihren ist.

Diese Hemmung zeigt sich trotz gleichzeitiger Behandlung mit dem proinflammatorisch
wirkenden Zytokin APRIL. Ein Grund hierfiir konnte eine gemeinsame Zielstruktur
verschiedener Signalwege sein, die aktiviert werden, wenn entweder APRIL oder AEA an
ihre jeweiligen Rezeptoren binden. Es wurde bereits beschrieben, dass APRIL wahrscheinlich
tiber BCMA aktivierend auf NF-kB und damit positiv auf die IL-6-Bildung wirkt. Bei den
Cannabinoidrezeptoren CB; und CB, handelt es sich um inhibitorische G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, mit hemmendem Effekt auf die Adenylatzyklaseaktivitit und damit auf die
cAMP-Bildung."®*'%10 Eg gibt eine Reihe an Verdffentlichungen, die einen hemmenden
Effekt von cAMP auf NF-kB beschreiben.'”"!*> Aber schon in friihen Arbeiten, wurde auch
ein aktivierender Effekt von cAMP auf NF-kB beobachtet.'”® Eine NF-«B-Aktivierung

wiederum fiihrt zu einer gesteigerten IL-6-Genexpression.'’

Fir Enterozyten wurde
beschrieben, dass verschiedene durch cAMP-aktivierte Transkriptionsfaktoren — unter
anderem NF-kB — zur IL-6-Genregulation beitragen.'”* Es ist also durchaus denkbar, dass die
durch AEA-Behandlung verursachte IL-6-Hemmung iiber einen inhibitorischen Effekt auf
NF-kB vermittelt wird.

In dieser Arbeit wird fiir OA-FLS ein dhnlicher Effekt beobachtet wie fiir RA-FLS, auch
wenn die IL-6-Hemmung hierbei nicht in gleichem Mal} wie fiir RA-FLS signifikant wird.

AEA wirkt im Wesentlichen dquipotent an CB; und CB,.'”

Bei weiterer Differenzierung
zeigt sich in dieser Arbeit, dass die Hemmung bei OA-FLS signifikant {iber CB;-Rezeptoren
und bei RA-FLS signifikant via CB,-Rezeptoren vermittelt wird (vgl. Abb. 25). Zudem lésst

sich aus diesem Versuchsansatz indirekt ableiten, dass beide Rezeptortypen in der Peripherie
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von FLS exprimiert werden. Gleichzeitig betrachtet wurden die Behandlungen mit
Cannabinoidrezeptorantagonisten (vgl. Abb. 26). Interessanterweise fithren niedrige
Behandlungskonzentrationen sowohl mit CB;- (Rimonabant) als auch mit CB,- (JTE-907)
Rezeptorantagonisten bei RA- und OA-FLS zu signifikant erniedrigter IL-6-Bildung. Auch in
der Literatur wurde ein solcher Eigeneffekt bereits beschrieben. In Versuchen mit humanen
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen wurde gezeigt, dass Rimonabant (der CB;-
Rezeptorantagonist, der auch in dieser Arbeit verwendet wurde) die TNF-a-induzierte IL-6-
Sekretion via CB)-Rezeptor cAMP-abhingig hemmt.'”® Erginzend kann jetzt als Ergebnis
dieser Arbeit hinzugefiigt werden, dass in FLS durch Rimonabant auch die spontan in
Zellkultur gebildete und die APRIL-induzierte IL-6-Sekretion via CB;-Rezeptor gehemmt
wird. JTE-907, als inverser CB,-Agonist, stimuliert laut Literatur die cAMP-Produktion.'®’
Zudem werden JTE-907 antiinflammatorische Effekte zugeschrieben.'”” In Adipozyten wurde
— im Gegensatz zu den Ergebnissen mit FLS in dieser Arbeit — durch JTE-907 ein Anstieg
inflammatorischer Marker wie beispielsweise IL-6 beschrieben.'”®

Dass die hemmenden Effekte auf IL-6 bei hoheren Behandlungskonzentrationen mit den CB-
Rezeptorantagonisten nicht mehr zu beobachten sind, konnte auf unspezifische Effekte
zurlickzufiihren sein.

Bei Beurteilung der Reaktion auf CB-Antagonisten ist die CB;-vermittelte [L-6-Hemmung fiir
OA-FLS und die CB;-vermittelte IL-6 Hemmung fiir RA-FLS ausgeprégter (vgl. Abb. 26).
Dieses Ergebnis passt zu der bereits zuvor gemachten Beobachtung mit den CB-Agonisten
(vgl. Abb. 25) und ldsst die Schlussfolgerung zu, dass der CB;-Rezeptor eher in
Zusammenhang mit der degenerativen Erkrankung OA und der CB;-Rezeptor eher in
Zusammenhang mit der Autoimmunerkrankung RA stehen konnte. Dabei ist interessant, dass
{iber periphere CB,-Rezeptoren unter anderem die Knochendichte reguliert wird.'”
AuBlerdem passt die Beobachtung gut zu dem Wissen, dass CB,-Rezeptoren speziell von
Immunzellen exprimiert werden und dass eine Aktivierung des CB,-Rezeptors mit einer
reduzierten Aktivitdt der Immunzellen einhergeht. Dies impliziert ebenfalls eine erniedrigte
Zytokinfreisetzung. "% Tatsichlich wurden kiirzlich auf RA-FLS CB,-Rezeptoren
nachgewiesen und das in hoheren Konzentrationen als auf OA-FLS. Deren Aktivierung fiihrte
zu einer Reduktion der Bildung von proinflammatorischen Zytokinen (wie IL-6) sowie
MMPs.*” Hierbei zeigte sich zudem, dass proinflammatorische Mediatoren wie TNF und IL-
1 die Zahl der CB,-Rezeptoren auf RA-FLS heraufregulieren.”” Eine Hypothese, die sich

daraus sowie aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt, ist, dass APRIL als
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proinflammatorisch wirkender Ligand ebenfalls eine Steigerung von CB,-Rezeptoren auf RA-
FLS bewirkt (entweder direkt oder durch die Induktion weiterer entziindungsférdernder
Substanzen) und dadurch eine verstidrkte Endocannabinoid-induzierte Hemmung der IL-6-
Produktion stattfindet. Dies konnte erkldren warum die APRIL-induzierte IL-6-Produktion
von RA-FLS durch gleichzeitige Behandlung mit Liganden des Endocannabinoidsystems
abféllt und der Endocannabinoideffekt nicht durch den APRIL-Effekt kompensiert wird (vgl.
Abb. 23, 24 und 25).

Aufgrund des beobachteten unterschiedlichen Rezeptorprofils von OA- und RA-FLS wird
noch die Rolle eines weiteren Cannabinoids und seines Rezeptors beleuchtet. O-1602 wirkt
am atypischen Cannabinoidrezeptor GPR55.** Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine
signifikant gehemmte IL-6-Bildung durch OA-FLS bei niedrigen
Behandlungskonzentrationen an O-1602 und eine signifikant gesteigerte IL-6-Bildung durch
RA-FLS bei hoher O-1602-Behandlungskonzentration. Sowohl OA- als auch RA-FLS
scheinen also GPR55 zu exprimieren, auch wenn dessen Stimulation unterschiedliche Effekte
hervorruft. Uber die Rolle von GPR55 bei RA ist noch wenig bekannt. Beschrieben wurde
allerdings, dass im Tierversuch durch O-1602 via GPRS5S5 die Nozizeption bei akuter Arthritis

205 Fiir den FEinsatz von O-1602 im Tierversuch mit akuter

reduziert werden konnte.
Pankreatitis wurde ein antiinflammatorischer Effekt mit erniedrigten IL-6-Spiegeln gezeigt.”"
Aullerdem ist zu erwdhnen, dass in Bezug auf andere Autoimmunerkrankungen (CED) auch

schon protektive GPR55-unabhingige Effekte durch O-1602 beschrieben wurden.””’
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Abbildung 29: Neuroendokrinologische Modulation der APRIL-induzierten IL-6-Produktion durch FLS -
Vergleich zwischen OA und RA Die Abbildung vergleicht die Wirkung diverser Mediatoren auf OA- und RA-FLS
und die konsekutive IL-6-Bildung. Als Grundlage dienen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie deren
Einordnung in bestehende Literatur. Fiir beide FLS-Varianten gilt, dass sich Steroidhormone und das Endocannabinoid
(AEA) hemmend sowie IL-1 und TNF aktivierend auf die IL-6-Produktion auswirken. Urséchlich ist jeweils die
Beeinflussung des NF-kB-Weges auf verschiedenen Ebenen des NF-kB-Systems. Auch fiir Sympathomimetika an a1-
und B-Rezeptoren ist zumindest eine eingeschrinkte NF-kB-Hemmung anzunehmen. Fiir RA-FLS gilt zusitzlich eine
aktivierende APRIL-Wirkung via BCMA und NF-xB auf die IL-6-Produktion sowie auf die Rezeptordichte der

Endocannabinoidrezeptoren, was wiederum die IL-6-hemmende AEA Wirkung verstérkt.
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4.8 Grenzen der Arbeit und Ausblick

Um die Relevanz der Ergebnisse dieser Arbeit fiir weitere experimentelle und klinische
Forschung zu beurteilen, sollen diese im Kontext beleuchtet werden. Zum einen handelt es
sich bei dem zum Einsatz kommenden Gewebe um FLS aus ersatzbediirftigen Kniegelenken
und damit um Zellen fortgeschrittener RA. Eventuelle zusétzliche Faktoren, Zytokine oder
Interaktionen, die bei FLS in frithen Erkrankungsstadien oder der Krankheitsentwicklung eine
Rolle spielen, konnten unberiicksichtigt bleiben. Zum zweiten sind in der Synovialmembran
der RA — genau wie die Fibroblasten-artigen Typ-B-Synoviozyten — auch die Makrophagen-
ghnlichen Typ-A-Synoviozyten proliferiert.'?' In dieser Arbeit werden jedoch nur die FLS
analysiert. Die Auswirkungen von Typ-A-Synoviozyten auf FLS werden jedoch insofern
berticksichtigt, dass Typ-B-Synoviozyten mit in erster Linie durch Typ-A-Synoviozyten
gebildeten Zytokinen (wie IL-1p und TNF)***** versetzt werden. Zuletzt soll noch eine
weitere Besonderheit in der RA-Pathogenese angesprochen werden. Vor allem in jiingerer
Forschung zeigten sich in der Atiologie Unterschiede zwischen seropositiver und -negativer,
bzw. anti-CCP-positiver und anti-CCP-negativer RA in Bezug auf verschiedene genetische
Faktoren und Umweltfaktoren.” Auch wurde bei Minnern aktuell iiber niedrige
Testosteronspiegel als pradiktiven Faktor speziell fir RF-negative RA berichtet.'™ Eine
Differenzierung in dieser Arbeit zwischen seropositiver und seronegativer rheumatoider
Arthritis ist nicht moglich, konnte jedoch von Interesse sein, zumal jlingst beschrieben wurde,
dass die APRIL-Serumspiegel seropositiver RA-Patienten signifikant hoher als die von
seronegativen RA-Patienten sind.*"°

Da eine kausale Therapie der rheumatoiden Arthritis bisher nicht mdoglich ist, zielt die
Forschung beziiglich RA-Therapien in erster Linie Richtung Entwicklung und Verbesserung
von Biologika. Dabei stellen Zytokine, die eine Schliisselrolle bei der Pathogenese der RA
spielen, die Zielstrukturen dar. Beispiele hierfiir sind Interleukine (IL-1, IL-6) sowie Liganden
und Rezeptoren der TNF-Superfamilie (TNF, RANK-L). Auch APRIL stellt — was nicht
zuletzt die Resultate dieser Arbeit zeigen — ein interessantes therapeutisches Ziel dar.
Biologisch nicht zu vernachldssigende Phase-II-Studienergebnisse zu Atacicept wurden

bereits verdffentlicht. Klinisch relevante Erfolge zeigten diese Studien jedoch nicht’**>*,

SO
dass weitere dementsprechende Forschung zum APRIL-System auch auf Zellebene nétig ist.
Diesbeziiglich wichtig sein konnten auch die Ergebnisse dieser Arbeit, in denen sich eine
lokale Wirkung durch APRIL auf RA-FLS zeigt und sich verschiedene Interaktionen

zwischen APRIL und anderen zur RA-Pathogenese beitragenden Faktoren andeuten.
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5 Zusammenfassung

Vgl. hierzu auch Abb. 28 und 29.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass APRIL die IL-6-Produktion in
FLS von Patienten mit RA induziert. Damit kann die Hauptthese, die einen
proinflammatorischen Effekt von APRIL auf RA-FLS impliziert, bestitigt werden. Zwar
zeigte sich APRIL verglichen mit TNF und IL-1 als schwicherer IL-6-Inducer, war jedoch
in physiologischen Konzentrationen wirksam. Bemerkenswerterweise war APRIL im
Gegensatz zu anderen Zytokinen eindeutig selektiv fiir RA. Zukiinftige Forschungsansitze
konnten hierbei die konkrete Rezeptoranalyse auf RA-FLS in Verbindung mit der
Differenzierung der durch APRIL-Bindung aktivierten Signalkaskade sein. Die
Beobachtungen dieser Arbeit fiir APRIL und auch BAFF — gemeinsam mit bestehender
Literatur — lassen vermuten, dass eine BCMA-abhéngige NF-kB-Aktivierung zugrunde liegt.
Insgesamt kann aufgrund der Ergebnisse von einer pathogenetischen Beteiligung von APRIL
bei RA ausgegangen werden. Somit riicken die Interaktionen von APRIL mit weiteren zur
Pathogenese der RA beitragenden Faktoren in den Fokus.

Dabei hilft der Vergleich mit nicht auf APRIL reagierenden Osteoarthrosezellen. Es zeigt
sich, dass APRIL und Cortisol bei gleichzeitigem Einsatz entgegengesetzte Effekte auf die IL-
6-Produktion durch RA-FLS haben. Die Analyse der IL-6-Reaktion auf Kombinationen aus
Sexualhormonen und APRIL ldsst ebenfalls gleichzeitig auftretende gegensinnige Wirkungen
vermuten. Auch ein immunsuppressiver alphal- und betamimetisch vermittelter Effekt konnte
durch  APRIL antagonisiert werden. Auflerdem zeigen sich Liganden des
Endocannabinoidsystems in der Lage APRIL induzierte IL-6-Produktion signifikant zu
hemmen, wahrscheinlich da APRIL Rezeptoren fiir diese Liganden induziert.

Zusitzlich konnen einige Unterschiede im Hormon- und Endocannabinoidrezeptorprofil von

OA- und RA-FLS aus den Ergebnissen dieser Arbeit indirekt abgeleitet werden.
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