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1 Einleitung

1.1 Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische systemische Erkrankung, die mit
der Entzindung und Zerstérung von Gelenken einhergeht. Sie ist die haufigste
entzuindliche Arthritisform. In Industriestaaten betragt ihre Préavalenz bis zu 1 %
(157), wobei die RA bei Frauen zwei- bis dreimal haufiger vorkommt als bei Mannern
(52). Wird eine bestehende Erkrankung nicht behandelt, so fuhrt sie durch
fortschreitende Schaden an involvierten Gelenken zu Fehlstellungen und letztendlich
zu einer unterschiedlich stark ausgepragten Behinderung (55, 191). Dadurch stellt
die RA einen hohen Kostenfaktor im Gesundheitswesen dar. Zusatzlich kann sie
ohne adaquate Behandlung auch die Funfjahrestberlebensrate der Betroffenen um
bis zu 60% verringern, da nicht nur die Gelenke betroffen sind, sondern eine
systemische Entzundung vorliegt (135, 194, 139). Typische Symptome sind
geschwollene und stark schmerzhafte Gelenke, die im Laufe der Krankheit durch die
bestehende Entziindung zunehmend zerstért werden. Die RA ist eine Polyarthritis,
das heil3t, dass mehrere Gelenke (= 6) betroffen sind. Prinzipiell kbnnen alle Gelenke
des Korpers erkranken, in den meisten Fallen sind jedoch Hand-, Ful3- und
Kniegelenke beteiligt (159). Typischerweise bleiben hierbei an den Handen die
distalen Interphalangealgelenke ausgespart. Weiterhin kann die Wirbelsaule befallen
sein, wobei v.a. eine Beteiligung des Atlantoaxialgelenks in spéateren
Krankheitsstadien ublich ist. Schlie3lich gibt es die sogenannten extraartikularen
Manifestationen der RA, die von Rheumaknoten bis hin zur Vaskulitis reichen (160).

1.1.1 Diagnostik der RA

Die Diagnostik der RA stitzt sich einerseits auf klinische Beobachtungen,
andererseits auf laborchemische Marker. Um die Diagnostik zu erleichtern, existieren
festgelegte Kriterien. Die Amerikanische Gesellschaft fir Rheumatologie hat
bestimmte Merkmale definiert, die zur Feststellung der RA erflllt sein missen. Dazu
gehoren Morgensteifigkeit in den betroffenen Gelenken flr mindestens eine Stunde,
Weichteilschwellungen von drei oder mehr Gelenkregionen, Schwellung von
Interphalangeal-, Metakarpophalangeal- oder Handgelenken, symmetrische
Gelenkschwellungen, Vorliegen von Rheumaknoten, Nachweis des Rheumafaktors
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(RF) und Erosionen und/ oder periartikulare Osteopenie an Finger- und/ oder
Handgelenken auf Réntgenbildern (3). Diese Kriterien wurden 2010 Uberarbeitet, da
sich eine fehlende Sensitivitat der urspriunglichen Kriterien in  frihen
Krankheitsphasen zeigte. Trotzdem behalten die urspringlichen Kriterien als
Bezugspunkt fur die voll ausgepragte Krankheit ihre Wichtigkeit (2). Die Uberarbeitete
Fassung vergibt Punkte nach den folgenden vier Kriterien: Anzahl der betroffenen
Gelenke, Serologie, Entziindungsmarker und Symptomdauer (2).

Die Serologie umfasst zwei Laborparameter, den RF und die Antikbrper gegen
citrullinierte Peptide (Anti- CCP- Antikorper) (148). Der klassische RF ist ein
Immunglobulin (Ig)M- Antikorper; jedoch finden sich auch andere Ig- Klassen. So
gewinnt der IgA- Faktor an Bedeutung, da er v.a. bei der Frihmanifestation der RA
sehr sensitiv ist und mit einem erosiven Krankheitsverlauf korreliert (10, 105). Im
Gegensatz dazu ist der RF der Klasse IgM bei Erkrankungsbeginn seltener positiv
und erst nach langerer Krankheitsdauer nachweisbar (43, 180). Die Anti- CCP-
Antikdrper spielen in der Frihdiagnostik der RA eine wichtige Rolle, da sie innerhalb
der ersten 2 Jahre bei bis zu 81 % der Patienten positiv sind (43). AuRerdem sind sie

selten bei anderen Gelenkerkrankungen oder Kollagenosen nachweisbar (43).

1.1.2 Maogliche krankheitsauslésende Faktoren

Die genauen Ursachen der RA sind trotz intensiver Forschung bis heute nicht
bekannt. Man weil} jedoch, dass genetische Faktoren einen wichtigen Einfluss auf
die Pradisposition fur die RA haben (154). So gibt es einige Genloci, die zu einem
erhohten Erkrankungsrisiko beitragen (21). Der wichtigste ist der human leucocyte
antigen (HLA)- Locus, der 30 bis 50% der genetischen Préadisposition fur die RA
ausmacht (154, 21, 101). Innerhalb des HLA- Locus besteht die starkste Assoziation
mit den HLA- DRB1- Allelen, die fir das shared epitope kodieren (101, 27). Das
shared epitope ist eine definierte Aminosauresequenz auf der DR- 3 - Kette des
HLA- Klasse- II- Molekils (62). Zudem konnten in den letzten Jahren weitere Genloci
identifiziert werden, die eine Assoziation mit der RA zeigen, wie STAT4, PTPN22 und
viele andere (94, 162, 163).
Jedoch ist die genetische Pradisposition keine Voraussetzung, die zwingend zum
Ausbruch der Erkrankung fihren muss (156). Man geht heute davon aus, dass
genetische Faktoren 0 bis 25% des Risikos ausmachen, an RA zu erkranken und
2



dass das Restrisiko durch umweltbedingte Faktoren bestimmt wird (93, 108). Als
wichtige Umweltfaktoren wurden in der Literatur viele verschiedene Aspekte
beleuchtet: Bakterien wie Chlamydien (82), Viren wie das Epstein- Barr- Virus (EBV)
(93, 144) und die Exposition gegenuber Siliziumoxid (68), Asbest (173) oder
Rauchen (123). Jedoch war es bis heute nicht mdglich, einen spezifischen
Triggerfaktor zu bestimmen (67).

Zusammenfassend handelt es sich bei der RA um eine komplexe Erkrankung, deren
genaue Ursache bislang unbekannt ist, die aber sowohl von genetischen als auch
von Umweltfaktoren beeinflusst wird (93). Dabei geht man allgemein von einem
multifaktoriellen ausldsenden Geschehen aus, was erklaren konnte, weshalb bisher
kein spezifischer Triggerfaktor identifiziert werden konnte (67). Eine mdgliche
Verbindung zwischen genetischer Pradisposition und bestimmten Mikroorganismen
als Triggerfaktoren stellt das erwahnte shared epitope dar, da es Ahnlichkeit mit
viralen Proteinen besitzt. Mdglicherweise ist dies ein Faktor, der dazu beitragt, dass
sich eine anfanglich gegen exogene Organismen gerichtete Immunantwort gegen
korpereigene Strukturen richtet (27), wie das bei Autoimmunkrankheiten der Fall sein

kann.

1.1.3 Pathogenese der RA

Die RA wird zum Formenkreis der Autoimmunkrankheiten gezahlt, da bei dieser
Erkrankung das Auftreten von autoreaktiven T- und B- Lymphozyten und Antikérpern
beobachtet werden kann (12). Am Anfang der RA- Pathogenese steht die Aktivierung
dendritischer Zellen durch autologe oder exogene Antigene (158, 160). Diese
dendritischen Zellen sind antigenprasentierende Zellen (APZ), deren Aufgabe es ist,
den T- Zellen Antigene zu prasentieren und diese somit zu aktivieren. Neben den
dendritischen Zellen wird diese Aufgabe auch von Makrophagen und aktivierten B-
Zellen Gbernommen (158).

Die B- Zellen tragen nicht nur durch die Antigenprasentation zur Pathogenese der
RA bei, sondern auch durch die Produktion von Antikdrpern (wie Autoantikérpern)
und Zytokinen (158). Diese Autoantikdrper sind in der Lage, Immunkomplexe zu
bilden, die ebenfalls die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen stimulieren

kénnen (158). Die Zytokine wiederum sorgen dafir, dass weitere T- Zellen, B- Zellen



und Makrophagen aktiviert werden, sodass man von einem Entzuindungskreislauf
sprechen kann (158, 160).

Die erwadhnten Makrophagen dienen ebenfalls nicht nur der Antigenpréasentation,
sondern erfiullen weitere Aufgaben, die die Entziindung unterhalten: Zum einen sind
auch sie eine wichtige Quelle fur die Zytokinproduktion (Tumornekrosefaktor (TNF),
Interleukin (IL)- 1, IL- 6), zum anderen stimulieren sie weitere Zellpopulationen, die
im Laufe der RA direkt zur Gelenkdestruktion beitragen (158, 160).

Diese Destruktion der Gelenke wird zudem durch weitere komplexe Signalwege
vermittelt. Die von den Immunzellen produzierten Zytokine wie TNF, IL- 6 und IL- 1
sorgen fur die Migration bestimmter Zellpopulationen aus der Blutbahn in die
betroffenen Gelenke —mittels Chemokine- (158) und fur die Aktivierung von
gewebeschadigenden Enzymen wie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (160). Somit
wird auch lokal ein entzindliches Milieu generiert, das nach und nach durch den
Abbau von Knorpel und Knochen zur irreversiblen Schadigung der betroffenen
Gelenke flhrt.

Verschiedene Zellpopulationen und Enzyme tragen zu diesem Prozess bei: In der
Synovialmembran finden sich Synoviozyten, die durch die Sekretion von MMPs in
der Lage sind Knorpel und Knochen zu zerstoren (158). Auch neutrophile
Granulozyten spielen mithilfe von proteolytischen Enzymen und reaktiven
Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle in der Gewebedestruktion (37). Die vorrangige
Zellpopulation bei der Knochendestruktion sind die Osteoklasten. Sie finden sich in
der Synovialmembran (149, 172) und werden durch Makrophagen stimuliert. Fir
diese Stimulation ist die Interaktion zwischen Receptor Activator of NF- kB (RANK)
und dem RANK- Liganden (RANKL) notwendig (172). Die Expression von RANKL
wiederum wird durch proinflammatorische Zytokine wie TNF, IL- 1, IL- 6 und IL- 17
reguliert (149). Das fibrose Granulationsgewebe, das durch die erwahnten
Entziindungsvorgange gebildet wird und sich am Ubergang zwischen Knorpel und
Knochen findet, wird als Pannus bezeichnet (127). Ein wichtiger Faktor zur
Aufrechterhaltung des Pannus ist die Neubildung von Gefél3en, da dessen Invasion
in Knorpel und Knochen eine gute Blutversorgung erfordert (127). Deshalb werden in
der Synovialmembran von RA- Patienten viele proangiogenetische Faktoren wie
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) exprimiert (127). Auch Fibroblasten
spielen eine wesentliche Rolle fur die Pannus- Bildung und die Zerstdérung des
Knorpels (87).


http://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB

1.1.4 Medikamentdse Behandlung der RA

Die medikamentdse Therapie der RA basiert auf verschiedenen Saulen: Einerseits
existiert die rein symptomatische Behandlung mit nichtsteroidalen Antiphlogistika.
Andererseits gibt es die so genannten DMARDSs (disease- modifying antirheumatic
drugs), wie Methotrexat (MTX), Ciclosporin, Azathioprin, Leflunomid und viele
weitere. Die DMARDs werden weiter in die small molecule DMARDs und die neueren
biological DMARDs (Biologicals) unterteilt (160). Die DMARDs modifizieren den
Krankheitsverlauf grundlegend, indem sie sowohl die entzindlichen Prozesse der
RA, als auch die Zerstorung der Gelenke positiv beeinflussen. Eine moglichst frihe
aggressive Therapie mit DMARDs wirkt sich somit positiv auf den weiteren Verlauf
aus (179, 122). Komplettremissionen treten nur bei 1 % der Behandelten auf,
dennoch ist auch bei diesen eine langfristige medikamentése Behandlung angezeigt,
da ein Absetzen der Medikamente oft zum Wiederauftreten der Entzindung fuhrt
(175).

Die small molecule DMARDS, wie das als Goldstandard geltende MTX und auch
Leflunomid, blockieren verschiedene Enzyme. Durch diese Enzymblockaden wird in
Signalkaskaden eingegriffen, die die Produktion von Zytokinen wund die
Zellproliferation und —migration beeinflussen (111, 155). Im Gegensatz dazu greifen
die Biologicals als monoklonale Antikdrper oder Iosliche Rezeptoren direkt an
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF oder Interleukinen an (160). Die anti- TNF-
Therapie war in den letzten Jahren der grof3e Durchbruch in der medikamenttsen
Behandlung der RA, da sie sich auch bei Patienten als wirksam erwies, die auf die
bis dahin vorhandenen Medikamente nicht angesprochen hatten. Jedoch gibt es
auch bei dieser Therapie Non- Responder, Komplettremissionen sind selten und
schwere Nebenwirkungen durfen nicht auf3er Acht gelassen werden (6, 106). Da die
meisten der erwahnten DMARDS ihre volle Wirkung erst nach Wochen oder zum Tell
erst nach Monaten entfalten, wird Gberbriickend zusatzlich mit Glukokortikoiden
therapiert. Daruber hinaus wurde klar, dass Glukokortikoide in niedriger Dosierung
als Dauertherapie von Vorteil sind (160).

Zusammenfassend kann man sagen, dass wahrend der letzten 10 bis 15 Jahre das
Outcome von Patienten mit RA durch neue Medikamente deutlich verbessert werden
konnte. Heutzutage ist die Erkrankung bei vielen Patienten durch die Therapie gut
kontrollierbar und extraartikulare Manifestationen wie Vaskulitiden, sowie Spéatfolgen

wie Amyloidose sind selten geworden (160). Doch auch mit den besten Therapien ist
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es momentan nicht moglich, die RA bei allen Patienten vollstandig zur Ausheilung zu
bringen. Zusatzlich mussen auch die Nebenwirkungen der immunsuppressiven
Langzeittherapie und krankheitsassoziierte Komplikationen wie Hypertonie oder
koronare Herzkrankheit bedacht werden, da auch sie zu erhohter Morbiditat und
Mortalitat der behandelten Patienten fuhren. Neben erhohter Infektanfalligkeit
existieren auch weitere unerwiinschte Effekte, so begtinstigen z.B. Glukokortikoide in

hoher Dosierung die Entstehung einer arteriellen Hypertonie (152).

Solange die Pathophysiologie der RA noch nicht vollstandig verstanden ist, wird es
jedoch kaum mdglich sein, Medikamente zu entwickeln, die in der Lage sind, die
Erkrankung bei allen Patienten vollstandig zur Ausheilung zu bringen. Aus diesem
Grund ist weitere Forschung sinnvoll und nétig. Da viele Experimente zur Klarung der
Krankheitsatiologie und zur Entwicklung und Erprobung neuer medikamentdser
Therapien nicht an menschlichen Probanden durchgefihrt werden kdnnen, wurden
verschiedene Tiermodelle der Arthritis entwickelt. Auch die vorliegende Arbeit

bedient sich eines dieser Modelle, welches im Folgenden naher erlautert wird.

1.2 Tiermodell der Kollagen Typ ll-induzierten Arthritis

Zahlreiche Tiermodelle der Arthritis sind in der Literatur beschrieben (7, 69). Diese
Modelle teilen zwar bestimmte Merkmale mit der humanen RA (80), aber es finden
sich auch Unterschiede (193). Auf der einen Seite gibt es die Spontanarthritiden bei
transgenen Tieren (95, 98), das TNF- transgene Mausmodell (89, 104) und das HLA-
B27 transgene Rattenmodell (171). Auf der anderen Seite existieren die
immunologisch induzierten Arthritiden, z.B. die Streptokokkenzellwand (SCW)-
induzierte Arthritis (40), die Antigen- induzierte Arthritis (7, 22), die Adjuvant-
induzierte Arthritis (AlA) (130), und die Kollagen Typ II- induzierte Arthritis (CIA) (23,
73). Dabei sind die am haufigsten verwendeten Arthritismodelle die AIA bei Ratten
und die CIA bei Ratten und Mausen (69).

Die AIA bei Ratten war das erste beschriebene Tiermodell (130) und wird immer
noch haufig verwendet, v.a. in der préklinischen Phase der Medikamententestung.
Die klassische AIA wird bei Lewis- Ratten durch eine einzige intradermale Injektion
von komplettem Freund Adjuvant (CFA) ausgel6st (7). Das AlA- Modell zeigt ein

zuverlassiges und schnelles Auftreten einer fortschreitenden Entziindung in vielen
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Gelenken, die zu Knochenerosionen fuhrt (7). Klinische Zeichen dieser Polyarthritis
bei der Ratte erscheinen ungefahr 10- 14 Tage nach der Injektion des Adjuvant,
halten jedoch selten langer als zwei Monate an (182). Die Pfoten der immunisierten
Tiere zeigen unter dem Mikroskop eine Zellinfiltration, v.a. durch neutrophile
Granulozyten, und eine Zerstorung der Gelenke. Die AlA ist eine T- Zell- abhangige
Krankheit, die einige Merkmale mit der RA teilt, wie beispielsweise Verlust der
Beweglichkeit im Gelenk, Schwellung der Extremitaten, Knorpelresorption und
Einwanderung von Lymphozyten in betroffene Gelenke. Die Knochenresorption ist
bei der AIA sehr ausgepragt, allerdings sind Knorpelschaden von geringerem
Ausmal als bei der CIA und der RA (8). Das AlA- Modell ist abhangig von T- Zellen
und Neutrophilen, B- Zellen scheinen dabei jedoch eine kleinere Rolle zu spielen (8,
197).

Die CIA wurde zuerst bei Ratten beschrieben (178) und ist ein weit verbreitetes
Modell, um neue Therapieansatze bei der RA zu testen. Durch intradermale Injektion
von Kollagen Typ Il (Cll) in inkomplettem Freund Adjuvant (IFA) wird bei Ratten eine
schwere Polyarthritis hervorgerufen (178). Bei Mausen wird die CIA auf eine andere
Art verursacht: Zuerst wird Cll zusammen mit CFA verabreicht, 21 Tage nach dieser
ersten Immunisierung erfolgt dann eine Auffrischung mit CIl und IFA (86, 44, 195). Im
Allgemeinen ist die CIA durch eine deutliche Knochen- und Knorpeldestruktion
charakterisiert, die mit der Ablagerung von Immunkomplexen auf Gelenkoberflachen
einhergeht. Im Laufe der Immunantwort werden ClI- spezifische T- und B- Zellen
aktiviert, wobei die B- Zellen Antikoérper gegen das Kollagen Typ Il produzieren (190).
Diese autoreaktiven T- und B- Zellen spielen eine grof3e Rolle fir das Fortschreiten
der Erkrankung (80). Die Arthritis entwickelt sich 10- 13 Tage nach der
Immunisierung, erreicht am Tag 20 ihren Hohepunkt und chronifiziert dann (7, 138).

Die CIA bei Ratten zeigt viele Ahnlichkeiten zur humanen RA (80, 177). Wie beim
Menschen ist auch bei den Ratten das weibliche Geschlecht anfalliger fur die
Erkrankung. Zudem sind die peripheren Gelenke symmetrisch betroffen und die
Entziindung wird von einer Hyperplasie der Synovia sowie einer
Entzindungszellinfiltration im Gelenk begleitet. AulRerdem wird die Entzindung
durch Major Histocompatibility Complex (MHC)- Gene reguliert (siehe Kapitel 1.2)
und spricht auf die meisten Therapien an, die auch bei der Behandlung der RA
wirksam sind (80). Im Unterschied zur menschlichen Erkrankung verlauft die CIA

nicht phasenweise mit Exazerbation und Remission im Wechsel. Zudem besteht das
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Entzindungszellinfiltrat bei der CIA v.a. aus polymorphkernigen Zellen, wahrend bei
der RA ein grol3er Anteil an monomorphkernigen Zellen beobachtet werden kann
(190).

Nicht alle Rattenstamme sind in der gleichen Weise anfallig fir die CIA. In der
vorliegenden Arbeit wurden Dark Agouti (DA)- Ratten verwendet, welche sehr
empfindlich gegenuber experimenteller Arthritis sind. Die unterschiedliche Anfalligkeit
der Rattenstamme gegenldber der experimentellen Arthritis scheint mit
Veranderungen in der Hypothalamus- Hypophysen- Nebennieren (HPA)- Achse

vergesellschaftet zu sein (186, 187).

1.3 Aufbau und Funktion der neuroendokrinen Achsen

Die HPA- Achse besteht aus verschiedenen Stufen, die durch einen Regelkreis
miteinander verknipft sind. Der Hypothalamus stellt die oberste Instanz des
Regelkreises dar. Aktivierte Immunzellen und im Laufe einer Immunantwort
freigesetzte Zytokine (v.a. IL- 1, IL- 6 und TNF) stimulieren tber die Blutzirkulation
oder Uber Rezeptoren auf sensiblen Nervenfasern im Nucleus paraventricularis des
Hypothalamus die Freisetzung von Corticotropin- releasing Hormone (CRH) (30, 114,
115). CRH wiederum mobilisiert die Freisetzung des adrenokortikotropen Hormons
(ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen, welches schlie3lich die Synthese von
Steroiden in  der Nebennierenrinde fordert (24). Im  Sinne eines
Ruckkopplungsmechanismus werden die Ausschittung von CRH und ACTH durch
die Kortisolkonzentration im Blut gehemmt. Durch diese negative Ruckkopplung wird
die Plasmakonzentration von Kortisol reguliert (150). Der Hypothalamus registriert
die periphere Glukokortikoidkonzentration tUber eigene Hormonrezeptoren, wobei nur
die Menge an freien ungebundenen Kortikoiden im Blut Uber die Menge an besetzten
Rezeptoren im Hypothalamus entscheidet (34).

Die durch die Aktivierung der HPA- Achse freigesetzten Glukokortikoide hemmen die
oben beschriebenen Entzindungsablaufe, indem sie die Aktivierung von
Immunzellen und die Produktion von Zytokinen einddmmen (29). Zudem reduzieren
Glukokortikoide die Akkumulation von Monozyten und Granulozyten in entziindetem
Gewebe (30). Des Weiteren wird durch die Aktivierung der HPA- Achse das
Androgen Dehydroepiandrosteron (DHEA) ausgeschittet, das ebenfalls



antiinflammatorisch wirkt (166). Insofern kann die HPA- Achse in einem Sinne als
gegenregulatorische Kraft zum Immunsystem verstanden werden (120).

Die paarigen Nebennieren als Effektororgan der HPA- Achse sitzen den beiden
Nieren auf und bestehen aus Rinde (Cortex) und Mark (Medulla) (Abb. 1.1). Im
Nebennierenmark finden sich zwischen den chromaffinen Markzellen zahlreiche
Sinuskapillaren. In den Zellen des Nebennierenmarks werden Katecholamine wie
Adrenalin und Noradrenalin gebildet und ins Blut abgegeben (54).

Die Nebennierenrinde ist in drei Zonen untergliedert. Von auf3en nach innen folgen
die Zona glomerulosa, die Zona fasciculata und die Zona reticularis (Abb. 1.1). Die
Zona glomerulosa steht unter dem Einfluss des Renin- Angiotensin- Aldosteron-
Systems (RAAS) der Niere (150). Hier werden Mineralokortikoide wie Aldosteron
gebildet, die auf den Wasser-, Natrium- und Kaliumhaushalt des Kérpers wirken. Die
Zellen der Zona fasciculata stellen v.a. Glukokortikoide her. Der wichtigste Vertreter
der adrenalen Glukokortikoide beim Menschen ist das Kortisol. Kortison ist die
inaktive Form von Kortisol und kann durch das Enzym 11B8- Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (113— HSD) Typ | in das aktive Kortisol umgewandelt werden (150).
Bei Nagetieren ist Kortikosteron der wichtigste Vertreter der Glukokortikoide (24).
Glukokortikoide werden neben Androgenen wie DHEA und Androstendion auch in
der Zona reticularis produziert. Bei der Frau ist die Zona reticularis der Hauptort der
Androgenproduktion im Koérper. Die beiden inneren Zonen der Nebennierenrinde sind
von der Stimulation durch ACTH abhéangig. Die Stimulation mit ACTH fuhrt sowohl
zur Hypertrophie (Zunahme des Zellvolumens) als auch zur Hyperplasie (Zunahme
der Zellzahl) in der Nebenniere (13, 39).



Abb. 1.1: Histologischer Schnitt der Nebenniere einer Maus (10fache VergréRerung, Farbung mit
Toluidinblau und basisch Fuchsin); Zg = Zona glomerulosa, Zf = Zona fasciculata, Zr = Zona
reticularis, M = Mark/ Medulla (Dr. J. A. Schroeder, H. Siegmund, Institut fir Pathologie,
Universitatsklinikum Regensburg)

Parallel zur HPA- Achse wird im Laufe einer Immunantwort auch die Achse des
sympathischen Nervensystems (SNS) aktiviert, deren oberste Instanz ebenfalls der
Hypothalamus ist. Das SNS ist ein Teil des autonomen Nervensystems des Korpers
(30). Die zentrale Aktivierung des SNS flUhrt einerseits zur Aktivierung des
systemischen SNS und andererseits Uber das Splanchnikusgebiet auch zur
Aktivierung des Nebennierenmarks (57). Die Effektorhormone des SNS aus dem
Nebennierenmark, die Katecholamine, kénnen Uber spezifische Adrenozeptoren
ebenfalls die Immunantwort des Korpers unterdricken (109). Als B- adrenerge
Agonisten supprimieren sie die Freisetzung von Entzindungsmediatoren, die
Proliferation von T- Lymphozyten und die Aktivitat von zytotoxischen T- Zellen. Die
immunmodulatorischen Effekte der Katecholamine sind jedoch abhé&ngig von ihrer
Dosierung und dem korrespondierenden Adrenozeptorsubtyp (184). Das SNS
bewirkt seine immunmodulatorischen Effekte auch tber die direkte Innervation von
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zentralen Organen des Immunsystems wie Thymus, Milz (189) und Lymphknoten
(48).

Das SNS und die HPA- Achse wirken jedoch nicht getrennt voneinander, sondern es
gibt Hinweise, die fir eine direkte Interaktion beider Systeme sprechen. Gibt man
steroidproduzierende Zellen mit katecholaminproduzierenden Zellen in Kultur und
vergleicht diese mit steroidproduzierenden Zellen, die alleine in Kultur sind, so
produzieren Erstere zehnmal mehr Steroide (15). Straub et al. zeigten zudem den
kombinierten immunsuppressiven Effekt von Kortisol und Noradrenalin bei der RA.
Hier wurden zu Synoviozyten von RA- Patienten entweder nur Kortisol, nur
Noradrenalin oder beide Substanzen zusammen gegeben. Die gleichzeitige Zugabe
von Kortisol und Noradrenalin zu diesen Zellen ergab eine starkere Inhibition von
TNF und IL- 8 und somit einen groReren antiinflammatorischen Effekt als die Zugabe
nur einer dieser beiden Substanzen (165). Sowohl die HPA- Achse als auch das
SNS zeigen also fur sich und in Zusammenarbeit immunmodulatorische Effekte bei

entzindlichem Stress.

1.4 Verdnderungen der Hypothalamus- Hypophysen-
Nebennierenachse bei Arthritis und anderen
Autoimmunerkrankungen

Eine erhdhte Aktivitdt der HPA- Achse stellt die normale Antwort des Kdrpers auf
eine akute Entziindung dar (11, 174). Da bei der RA eine chronische Aktivierung des
Immunsystems vorliegt, wirde man vermuten, dass hier eine langfristige Aktivierung
der HPA- Achse erfolgt (116, 11).

Studien an Patienten mit RA haben jedoch gezeigt, dass die HPA- Achse in Relation
zur vorliegenden Entzindung nicht angemessen aktiviert wird (32, 33, 116). So
konnten Crofford et al. und andere Gruppen zeigen, dass die Plasmakortisolwerte bei
Patienten mit unbehandelter RA bezogen auf die Plasmazytokinwerte inadaquat
niedrig sind (32, 167). Die fehlende langfristige Aktivierung der HPA- Achse bei
Arthritis konnte von del Rey et al. auch im Tiermodell der CIA bei Ratten
nachgewiesen werden und wurde von den Autoren als Entkopplung der HPA- Achse
vom Immunsystem bezeichnet (42). Aber nicht nur bei der RA und der
experimentellen Arthritis, sondern auch bei anderen Autoimmunerkrankungen
konnten Veradnderungen der HPA- Achse nachgewiesen werden. So fanden sich bei

Patienten mit Polymyalgia rheumatica ebenfalls niedrige Kortisolspiegel in Relation
11



zur vorliegenden Entzindung und zum Plasma-ACTH (129, 164). Weiterhin zeigen
auch Patienten mit primarem Sjogren- Syndrom eine Veranderung der HPA- Achse
(80, 117).

Ein Funktionsverlust der HPA- Achse wurde bei vielen Autoimmunkrankheiten
beschrieben; die Grunde hierfir konnten bisher jedoch nicht hinreichend geklart
werden. Einige Autoren vermuten, dass die fehlende langfristige Aktivierung der
HPA- Achse bei der RA eine Anpassung des Korpers an den chronischen
Entzindungsprozess darstellt (74). Andere Autoren sehen die Ursache fur die
fehlende Aktivierung der HPA- Achse isoliert im Hypothalamus, da die Gabe von
CRH bei RA- Patienten in einer Produktion von ACTH und Kortisol resultierte (28).
Wieder andere Arbeitsgruppen vermuten das grundlegende Problem des HPA-
Achsen- Verlustes bei RA auf dem Niveau der Nebenniere. So konnten Hall et al. bei
RA- Patienten im Vergleich zu Kontrollen zwar erhéhte ACTH- Spiegel, jedoch keine
Unterschiede in den Plasma- Kortisol- Spiegeln nachweisen (66). Zudem fanden
Gudbjornsson et al. nach der Stimulation unbehandelter RA- Patienten mit CRH eine
intakte ACTH- Antwort in Verbindung mit einer verminderten Kortisolantwort (63).
Straub et al. konnten beobachten, dass die klinische Besserung von RA- Patienten,
die eine anti- TNF- Therapie erhielten, mit einem Anstieg des Serumkortisols
korrelierte, jedoch nicht mit einem Anstieg des Serum- ACTH- Levels (168). Auch
beim Sjogren- Syndrom konnten Anhaltspunkte dafiir gefunden werden, das
grundlegende Problem innerhalb der HPA- Achse in der Nebenniere zu lokalisieren.
Denn bei einem Teil der Patienten fanden sich Antikérper gegen P450c21 (Enzym
der Steroidogenese, siehe Abb. 1.2) (117). Die genannten Studien deuten somit eher
auf eine adrenale Insuffizienz bei chronischen Autoimmunerkrankungen wie RA hin.
Im Folgenden sollen mégliche Grinde fir die inadaquate Glukokortikoidproduktion

bei Arthritis beleuchtet werden.

1.5 Mogliche adrenale Grinde fur die inadaquate Produktion von
Glukokortikoiden bei Arthritis

1.5.1 Cholesterinaufnahme und -speicherung in adrenokortikalen
Zellen

Cholesterin, der Ausgangsstoff fur die adrenale Steroidogenese, wird durch
verschiedene Mechanismen in den Zellen der Nebennierenrinde bereitgestellt: (1) de
12



novo Synthese, (2) Aufnahme von Cholesterinestern entweder durch low density
lipoprotein (LDL)- Rezeptoren oder durch scavenger receptor B1 (SR- B1, high
density lipoprotein (HDL)- assoziiert) und (3) Mobilisierung von gespeicherten
Cholesterinestern (4, 64). Beim Menschen scheint die Aufnahme von
Cholesterinestern tber den LDL- Rezeptor eine wichtige Voraussetzung fur die
Steroidogenese zu sein (26). Betrachtet man jedoch LDL- Rezeptor- KO- Méause, so
zeigt sich hier eine normale Steroidproduktion (96). Der grofte Anteil des
Cholesterins, das bei Mausen fur die adrenale Steroidogenese genutzt wird, wird
selektiv in Form von Cholesterinestern Uber den SR- Bl aufgenommen. Die
Cholesterinester werden in Lipidtropfen gespeichert oder durch die Hormon-
sensitive Lipase (HSL) in freies Cholesterin umgewandelt, welches dann fir die
Steroidogenese zur Verfugung steht (96).

Die Bedeutung der HSL fur die Steroidogenese zeigt sich, wenn man die
Kortikosteronproduktion der Nebennierenzellen von HSL- KO- Méausen und HSL-
Wildtyp- Mausen in vitro vergleicht. Hier zeigt sich eine Reduzierung des basalen
Kortikosterons bei den HSL- KO- Mausen um circa 50% (97). In vivo zeigte sich
allerdings, dass die basalen Kortikosteronspiegel von Kontrolltieren und HSL- KO-
Mausen &hnlich hoch sind (102). Das legt die Vermutung nahe, dass die HSL nicht
das wichtigste Enzym ist, das Triglyzeride (TG) im Fettgewebe von S&augetieren
abbauen kann. Tatsachlich konnten Zimmerman et al. die Adipose Triglyzeride
Lipase (ATGL) als das Enzym identifizieren, das den ersten Schritt der TG-
Hydrolyse katalysiert. Die ATGL findet sich im Fettgewebe von Menschen und
Mausen und ist mit Lipidtropfen assoziiert (198). Bei ATGL- KO- Mausen zeigt sich
eine deutliche Zunahme des Fettgewebes und der TG, die nicht abgebaut werden
kénnen. Diese werden somit mehr oder weniger ausgepragt in allen Geweben des
Kdrpers gespeichert (65).

Ein Problem bei der Cholesterinaufnahme oder -speicherung bzw. ein Defekt der
Cholesterin abbauenden Enzyme waren somit denkbare Mechanismen, die zu einer

inadaquaten Glukokortikoidsekretion fuhren kdonnten.
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1.5.2 Einflussfaktoren auf die Steroidogenese

Bevor die Steroidogenese in den Zellen der Nebennierenrinde ablaufen kann, muss
das Cholesterin mit Hilfe des steroidogenic acute regulatory proteins (StAR) in die
Mitochondrien transferiert werden (Abb. 1.2). Der erste Schritt der Steroidogenese,
die Umwandlung von Cholesterin in Pregnenolon, findet an der inneren
Mitochondrienmembran statt und wird durch das P450 side- chain cleavage (scc)-
Enzym katalysiert (Abb. 1.2). Pregnenolon wandert aus den Mitochondrien in das
endoplasmatische Retikulum (ER), wo es durch die 3p- HSD und P450cl7 in
Hydroxyprogesteron umgewandelt wird (Abb. 1.2). P450cl17 wird in den
Mitochondrien gebildet, bt seine Funktion jedoch im ER aus (119).
Hydroxyprogesteron wird nun durch P450c21 (Abb. 1.2) zur Kortisolvorstufe 11-
Deoxykortisol oxidiert. P450c21, das auch als 21- Hydroxylase bezeichnet wird, ist
ein  Membranenzym des ER und befindet sich ausschliellich in der
Nebennierenrinde. Der letzte Oxidationsschritt zum aktiven Kortisol wird durch das
Enzym P450cll, welches an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist,
katalysiert (Abb. 1.2). Somit finden der erste und der letzte Schritt der
Kortisolsynthese in den Mitochondrien statt (119).

Der Unterschied im Aufbau zwischen Kortisol und Kortikosteron ist eine OH- Gruppe
an Position C17. Kortikosteron entsteht Gber zwei Schritte aus Progesteron. Zuerst
wird Progesteron durch P450c21 in 11- Deoxykortikosteron umgewandelt und
anschlieBend vermittelt P450c11l die Umwandlung von 11- Deoxykortikosteron in
Kortikosteron (150).

Eine verédnderte Funktion eines dieser beschriebenen Enzyme kdnnte zu einer

inadaquaten Steroidproduktion in der Nebennierenrinde beitragen.
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Abb. 1.2: Die HPA- Achse mit Hypothalamus und Hypophysenvorderlappen und die einzelnen
Schritte der Steroidogenese in der Nebennierenrinde des Menschen, wo sowohl Kortisol als auch
Androgenvorlaufer synthetisiert werden. Gleichzeitig sind die mdglichen Einflisse von TNF und IL- 6
auf verschiedene Enzyme gekennzeichnet. Ein Pfeil bedeutet, dass das Zytokin (IL- 6, TNF) den
Syntheseschritt stimuliert. Ein Querbalken zeigt an, dass das Zytokin (TNF) den Enzymschritt inhibiert
(8- HSD = 3B- hydroxysteroid dehydrogenase; 11p- HSD | and Il = 11B- hydroxysteroid
dehydrogenase type | and type Il; ACTH = adrenocorticotropic hormone; CRH = corticotropin
releasing hormone; DHEA = dehydroepiandrosterone; DHEAS = DHEA sulfate; DST = DHEA
sulfotransferase; P450c11 = 11B- hydroxylase; P450c17 = 17a- hydroxylase and 17/20-; P450c21
21a- hydroxylase; P450ssc = side-chain cleavage enzyme; ST = DHEA sulfatase; StAR
steroidogenic acute regulatory protein (aus 168)).

Des Weiteren wurde mehrfach gezeigt, dass Zytokine wie IL-1, IL-6 oder TNF die
Steroidproduktion direkt beeinflussen kdnnen (72) (Abb. 1.2). So stimuliert IL-6 die
Steroidproduktion in der menschlichen Nebenniere (36, 46, 128), wahrend TNF einen
direkten inhibitorischen Einfluss auf die Genexpression verschiedener Enzyme der
Steroidogenese hat (79) (Abb. 1.2). Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe zeigen
auBerdem, dass IL-1B die ACTH- stimulierte Kortikosteronsekretion im
Nebennierengewebe von DA- Ratten hemmt (192). Zudem kdnnen Zytokine wie

TNF, IL-1 und IL-6 auf das Wachstum und die Differenzierung von adrenokortikalen
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Zellen Einfluss nehmen (14). Somit sind TNF und IL-1 Faktoren, die moglicherweise
zu dem bei Arthritis beobachteten Funktionsverlust der HPA-Achse beitragen.

Oben genannte Zytokine, die einen direkten Einfluss auf die Steroidogenese haben,
stammen entweder aus den Nebennierenzellen selbst, oder aus Immunzellen, die die
Nebenniere infiltrieren kdnnen (59, 60, 61, 83). Makrophagen wurden in allen drei
Zonen der Nebennierenrinde von Menschen und Nagetieren nachgewiesen (58).
Neben Makrophagen finden sich viele weitere Immunzellen wie Monozyten,
dendritische Zellen und Lymphozyten in der Nebennierenrinde von Menschen und
Nagetieren (14, 114). Weiterhin wurde gezeigt, dass Lymphozyten in direkten
Kontakt mit Nebennierenzellen treten und diese zytokinunabhdngig beeinflussen
kobnnen (15), so dass Immunzellen ebenfalls als mogliche Faktoren in Frage
kommen, die die Steroidogenese bei Arthritis negativ beeinflussen.

In der Literatur wurden weitere ACTH- unabhéngige Faktoren, die einen Einfluss auf
die Synthese von Glukokortikoiden haben, beschrieben (46, 134). So konnen CRH
und ACTH auch auferhalb von Hypothalamus und Hypophyse von Zellen des
Nebennierenmarks und von intraadrenalen Immunzellen sezerniert werden und die
Steroidogenese beeinflussen (46). Auch Katecholamine, die von den chromaffinen
Zellen des Nebennierenmarks produziert werden, konnen die
Glukokortikoidproduktion beeinflussen (14). Bei vielen Saugetieren und beim
Menschen sind die Zellen von Nebennierenmark und -rinde nicht nur in ihrer
Funktion, sondern auch anatomisch verknupft (16). So findet man chromaffine Zellen
in allen Zonen der Nebennierenrinde (53, 92, 126). Bornstein et al. konnten den
Einfluss der chromaffinen Zellen auf die Steroidogenese in vitro nachweisen: Zellen
der Nebennierenrinde, die zusammen mit Zellen des Nebennierenmarks in Kultur
gegeben wurden, produzierten zehnmal mehr Steroide als Zellen der

Nebennierenrinde, die ohne chromaffine Zellen in Kultur waren (15).

1.5.3 Die Bedeutung der Mitochondrien fiir die Steroidogenese

Wie in 1.5.2 beschrieben, finden der erste und der letzte Schritt der
Glukokortikoidsynthese in den adrenokortikalen Mitochondrien statt. Mitochondrien
sind komplexe membranumgebene Zellorganellen, die in den meisten
eukaryotischen Zellen vorkommen. Sie sind von zwei hoch spezialisierten

Membranen umgeben. Der Innenraum eines Mitochondrions wird als interne Matrix
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und der Raum zwischen der Innenmembran und der AufRenmembran als
Intermembranraum bezeichnet. In die Mitochondrien- Innenmembran sind die
Enzyme der Atmungskette eingebettet, die zustandig sind fur die Erzeugung von
Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP). Die Zelle benétigt diese Energie fir
Stoffwechselvorgénge, die Nebennierenrindenzelle auch fir die Steroidogenese. Die
innere Membran bildet Falten, die so genannten Cristae, die in die Matrix
hineinragen. Die Anzahl der Cristae variiert je nach ATP- Bedarf der Zelle (1, 181).
Die Atmungskette an der mitochondrialen Innenmembran besteht aus einer Abfolge
von Redoxsystemen, die Elektronen auf Sauerstoff Ubertragen und den Sauerstoff zu
Wasser reduzieren. Durch die ablaufenden Reaktionen kann ein Protonengradient
Uber der inneren Mitochondrienmembran aufgebaut werden, der die Herstellung von
ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phosphat ermdglicht.
Insgesamt gehdren vier Redoxsysteme zur Atmungskette (181).

Der erste Komplex ist die Nicotinamidadenindinukleotid (NADH)- Coenzym Q-
Reduktase. Hier ubertragt das NADH/H" Elektronen (ber einen Zwischenschritt an
das Coenzym Q. NADH/H" ist die energiereiche Form von NAD" und féllt in der Zelle
bei Reaktionen wie dem Zitratzyklus an. Durch die Ubertragung der Elektronen wird
das Coenzym Q reduziert. Die Energie, die bei dieser Ubertragung frei wird,
verschiebt Protonen vom Matrix- in den Intermembranraum des Mitochondriums
(181).

Der zweite Komplex ist die Succinat- Coenzym Q- Oxidoreduktase, die auch
gleichzeitig ein Enzym des Zitratzyklus ist. Dieses Enzym Ubertragt Elektronen von
Succinat auf Coenzym Q. Die Komplexe | und Il arbeiten folglich nicht in Serie,
sondern erfiilllen vielmehr denselben Zweck: die Ubertragung von Elektronen aus
reduzierten Substraten auf Coenzym Q. Die Elektronen aus dem reduzierten
Coenzym Q werden nun durch den Komplex lll, die sogenannte Cytochrom- c-
Reduktase, auf Cytochrom c tbertragen. Auch bei diesem Schritt werden Protonen in
den Intermembranraum befordert (181).

Der letzte Komplex der Atmungskette ist die Cytochrom- c- Oxidase (COX). Diese
Ubertragt schlieBlich die Elektronen von Cytochrom c¢ auf Sauerstoff, wodurch
Wasser entsteht. Auch bei dieser Reaktion werden Protonen in den
Intermembranraum gepumpt. Durch die Ubertragung der Elektronen von Komplex zu
Komplex wird ein Protonengradient Uber der inneren mitochondrialen Membran

aufgebaut. Durch diesen Gradienten kann die ATP- Synthase aus ADP und
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Phosphat das ATP erzeugen. Dieser Vorgang wird als oxidative Phosphorylierung
bezeichnet (181). Solinas et al. bringen eine verminderte oxidative Phophorylierung
in der Nebenniere von Fischer- Ratten in Zusammenhang mit einer Abnahme der
Steroidhormonsynthese (161).

Neben der Energiebereitstellung fur die Zelle und der Steroidogenese haben
adrenale Mitochondrien eine weitere wichtige Aufgabe. Sie sind sowohl eine Quelle
als auch ein Angriffspunkt freier Radikale und in der Lage, die Apoptose als
reguliertes Sterben einer Zelle herbeizufiihren (56, 99). Die Apoptose ist ein
physiologischer Prozess, der fur die Aufrechterhaltung der Homdostase im Gewebe
notwendig ist, aber auch bei pathologischen Prozessen eine Rolle spielt (90).
Grundsatzlich besitzen adrenokortikale Mitochondrien die aul3erordentliche Fahigkeit
sich morphologisch an den funktionalen Zustand der Zelle anzupassen (17). So
wurde bei Ratten nach einer Hypophysektomie eine Schwellung der vesikularen
Cristae in den Mitochondrien der Fasciculatazellen beobachtet, die durch Gabe von
ACTH wieder verschwand (25). Des Weiteren flihrte die Gabe eines CRH-
Antagonisten zur Abnahme von Membranen in den Mitochondrien (19), wahrend die
Gabe von CRH oder auch die Wirkung von Stress einen Anstieg des
Mitochondrienvolumens und eine Zunahme der mitochondrialen Membranen
bewirkten (17, 124). Auch nach enzymatischer Blockade der Steroidhormonsynthese
durch Metopiron oder Amphenon B beobachteten Schwarz et al morphologische
Veréanderungen der Mitochondrien, die nun blasige Vorwolbungen an den
AuRenmembranen und wenig elektronendichten Inhalt aufwiesen und tubular
aufgebaut waren (150). Verabreicht man Ratten Aminoglutethimid, welches das
Enzym P450scc (Abb. 1.2) und somit die Steroidogenese hemmt, kommt es im
Inneren der Mitochondrien zu vakuolaren Veranderungen und die mitochondriale
Matrix wird lockerer und transparenter (85).

Mitochondrien nehmen einen bedeutenden Raum in der adrenokortikalen Zelle ein
und sind, wie oben beschrieben, von groRer Wichtigkeit fir die Steroidogenese. Es
gibt aber nur sehr wenige Studien, die sich mit mitochondrialen Verdnderungen bei
Arthritis beschéaftigen. Eine Studie belegt, dass bei Patienten mit systemischer
juveniler idiopathischer Arthritis (sJIA) im Vergleich zu gesunden Kontrollen die
Expression der mitochondrialen DNA- kodierten Gene, Cytochrom- c- Oxidase
Untereinheit 1 und 2, supprimiert wird (76). Dieselbe Studie zeigt auch, dass der

SLC25A4, ein Transporter an der inneren Mitochondrienmembran, dessen vermehrte
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Expression mitochondriale Schaden andeutet, bei Patienten mit sJIA vermehrt
exprimiert wird (76). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass bei der Kashin-
Beck- Krankheit (degenerative Osteoarthritis) die Aktivitat mitochondrialer Komplexe
in Chondrozyten vermindert war und die Chondrozyten zudem reduzierte zellulare
ATP- Level und einen gréRBeren Anteil an spannungslosen Mitochondrien aufwiesen
(107).

Wie im letzten Kapitel dargelegt, spielen adrenokortikale Mitochondrien eine
bedeutende Rolle fur die Steroidogenese, da wichtige Schlissel- Hydroxylasen in der
inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert sind. So ist es denkbar, dass eine
Dysfunktion adrenokortikaler Mitochondrien far die inadaquate

Glukokortikoidproduktion bei Arthritis mit verantwortlich ist.

1.6 Fragestellungen der Arbeit

1.6.1 Cholesterinspeicherung in adrenokortikalen Zellen

Bei der humanen RA und der experimentellen Arthritis liegt eine im Kontext der
chronischen Entziundung zu niedrige Glukokortikoidsekretion vor. Da Cholesterin der
Ausgangsstoff fur die Glukokortikoidsynthese ist und der Grof3teil des adrenalen
Cholesterins in den Lipidtropfen der Zona fasciculata gespeichert wird, beschéftigt
sich die vorliegende Arbeit mit den Lipidtropfen in den Nebennierenzellen von
Ratten. Es wurde untersucht, ob sich die Lipidtropfen im Laufe der Arthritis zahlen-
und/ oder flachenmafig verandern. Als mdégliche Szenarien wurden angenommen:
erstens ein Problem der Nebenniere in der Lipidaufnahme oder -speicherung und
somit eine Verarmung der Zona fasciculata an Lipidtropfen im Verlauf der Arthritis;
zweitens eine Behinderung in Abbau bzw. Weiterverarbeitung des gespeicherten
Cholesterins und daraus folgend eine Akkumulation von Fett in der
Nebennierenrinde; oder drittens ein vollig anderes Szenario, das die Lipidtropfen
nicht zahlenmanig beeinflusst.

Um Veranderungen hinsichtlich Anzahl und Morphologie der Lipidtropfen im Verlauf
der Arthritis festzustellen, wurden diese in den adrenokortikalen Zellen der

Nebennieren von DA- Ratten mit dem Elektronenmikroskop (EM) untersucht.
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1.6.2 Adrenokortikale Mitochondrien

Da sich diese Arbeit mit mdglichen adrenalen Grinden fir die inadaquate
Glukokortikoidsekretion bei Arthritis beschéaftigt und zentrale Schritte der
Steroidogenese in den adrenokortikalen Mitochondrien ablaufen, wurden auch die
Mitochondrien in den Zellen der Zona fasciculata von Rattennebennieren
elektronenmikroskopisch untersucht. So wurde analysiert, ob sich die Anzahl oder
die Morphologie der adrenokortikalen Mitochondrien im Verlauf der Kollagen Typ II-

induzierten Arthritis verandern.
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2 Material
2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsartikel

Artikel

Firma

Einmalskalpelle Nr. 20
Eppendorf- Cups
Falconréhrchen 15/50 ml
Klvetten

Microlance Nadeln

Ohrmarken und Zange (73855)
OxoDish OD24 (24- Wellplatten)
Petrischalen 60x15

Pipetten (Glas; 5/10/25/50 ml)
Plastikspritzen (2/5/10 ml)
Praparationsbesteck
ReaktionsgefalRe 1,5 ml

Sterilfilter, Cell Strainer

Feather (Japan)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Brand GmbH (Wertheim)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Hauptner (Solingen)

PreSens GmbH Regensburg

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Corning Incorporated (Corning, USA)
BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Aesculap (Tuttlingen)

Eppendorf AG (Hamburg)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und L6sungsmittel

Artikel

Firma

ACTH
basisches Fuchsin
Bleizitrat (Ultrostain Stain 1)

DNase |

Novartis Pharma GmbH, Nuremberg
Merck (Darmstadt)
LEICA (Wien)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

EDTA

Epoxid Kunstharz EmBed 812
Ethanol 96%

Fotales Kalberserum (FCS)

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)
Hyaluronidase I-S

Inkomplettes Freund- Adjuvans (IFA)
Isoproterenol

Kollagen Typ Il (CII)

(bovin, 2 mg/ml in 0,5M Essigsaure)
Kollagenase |

NaCl- Lésung, steril (0,9%)
Osmiumtetroxid

Toluidinblau

Trasylol

Trypanblau

Uranylacetat

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
Science Services Munich, Germany
Merck (Darmstadt)

PAN Systems, Aidenbach,

Deutschland
Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA

Chondrex (Seattle, WA, USA)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
Braun (Melsungen)

Science Services (Munchen)

Merck (Darmstadt)

Bayer Corp. AG (Leverkusen)
Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Science Services (Munchen)

2.1.3 Losungen, Medien und Puffer

PBS

5 PBS- Tabletten

1l H,0 bidest

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
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PBS und Triton (0,3%)

3 ml Triton X-100

1l H,0 bidest

10x BSA

5g bovines Serumalbumin (BSA)

ad 50 ml PBS und Triton (0,3%)

Verdaulésung

HBSS

3 mg/ml BSA

2,6 mg/ml Kollagenase |
0,15 mg/ml DNase

0,15 mg/ml Hyaluronidase

Karnofskifixativ

2,5% Glutaraldehyd
2% Paraformaldehyd

Natriumcacodylat

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)
Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Sigma- Aldrich (Deisenhofen)

Science Services (Munchen)
Science Services (Minchen)

Science Services (Munchen)
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2.1.4 Kits und Assays

Artikel

Firma

Corticosterone rat/mouse ELISA Kit
Mitochondria Activity Assay Kit

Mitochondria Isolation Kit

2.1.5 Gerate

demeditec (Kiel)
amsbio (Oxon, UK)

amsbio (Oxon, UK)

Artikel Firma
Brutschrank Heraeus Instruments GmbH (Hanau)
Dekapitationsapparatur Werkstatt der Uni Regensburg

Feinwaage (Modell CP64, 1 mg genau)

Feinwaage (Analytic AC 210 S)

Gewebeprozessor

Homogenisator (IKA Ultra- Turrax)
Lichtmikroskop

Photometer

Pipetten 10/100/200/1000 pl
Plattenlesegerét (ELISA- Reader, Emax)
Sensor dish reader

Sterilbank (Lamina Flow Einheit)

Tiefkuhlzentrifuge (Megafuge 1.0 R)

Tischschuttler (Certomat)

Sartorius AG (Goéttingen)

Waegetechnik Dimberger

(Kofering)

LYNX, Leica, Vienna, Austria

Medita (Hof)

Leica, Wetzlar, Germany

IMPLEN (Minchen)

Eppendorf AG (Hamburg)

Molecular Devices (Ismaning)
PreSens GmbH Regensburg
Heraeus Instruments GmbH (Hanau)

Heraeus Instruments GmbH

(Hanau)

B. Braun (Melsungen)
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Transmissionselektronenmikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, Germany

LEO912AB

Waage (1g genau) Sartorius AG (Gottingen)

Wasserbad (JULABO SW-20C) JULABO Labortechnik GmbH
(Sellbach)

Ultracut S Leica, Vienna, Austria

2.2 Tiere

Die weiblichen DA- Ratten wurden von der Firma Harlan Laboratories GmbH
(Venray, Holland) erworben. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten.
Die Versuche wurden nach den gultigen Vorschriften fiur die Handhabung von Tieren
durchgefihrt (Regierung der Oberpfalz AZ 54-2532.1-06/09).

Die ATGL- KO- Mause wurden ursprunglich von Rudolf Zechner erworben (Institut
fur Molekularbiologie, Universitat Graz, Osterreich) und die C57BL/6J- Wildtyp-
Mause wurden bei der Firma Janvier (Le Genest St.Isle, France) gekauft.

Haemmerle et al. ersetzten bei der ATGL- KO- Maus das erste Exon des ATGL-
Gens, einschliel3lich des Startcodons fiur die Translation und der gemeinsamen
Aminosauresequenz der Lipasen (GXSXG, G steht fur Glycin, S fur Serin, und X ist
eine beliebige Aminosaure), durch eine Neomycin Expressionskassette (65). ATGL(-
/-)- Mause zeigen eine Lipidspeicherung in nahezu allen Geweben des Kdorpers, die
Uber das physiologische Mal3 hinausgeht. Dabei ist das Ausmal} des Fettzuwachses
je nach Organ bzw. Gewebe unterschiedlich. Verglichen mit den ATGL- Wildtyp-
Mausen zeigen die ATGL(-/-)- Mause einen zweifachen Anstieg der
Gesamtkorperfettmasse. Zudem findet sich bei den ATGL(-/-)- Mausen eine
drastische Reduktion der Isoproterenol (B- adrenerger Agonist)- stimulierten Lipolyse
(65).
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3 Methoden

3.1 Immunisierung der Ratten mit Kollagen Typ Il

Die Immunisierung der Ratten wurde von Christine Wolff durchgefuhrt. Um bei den
DA- Ratten eine experimentelle Arthritis hervorzurufen, wurden sie mit einer 1:1
Mischung aus 300 pg bovinem CII und IFA immunisiert. 0,3 ml dieser Emulsion
wurden intradermal ca. 1 cm unterhalb der Schwanzbasis injiziert. Den Kontrolltieren

wurde 0,9% NaCl verabreicht.

Jede Extremitat (Vorder- und Hinterpfoten) wurde mit Hilfe eines Arthritisscores
bewertet. FiUr jede entzindete Region (Zehen, Mittelfuld und Knéchel) wurde ein
Punkt vergeben. Ein zusatzlicher Punkt wurde fur das Hinken einer Extremitat
vergeben. So konnte pro Tier eine maximale Punktzahl von 4x4 = 16 Punkten

vergeben werden.

3.2 Blut- und Organentnahmen

3.2.1 Ratten

Die Blut- und Organentnahmen bei den Ratten wurden in Zusammenarbeit mit
Christine Wolff durchgefiihrt. Die DA- Ratten wurden durch Dekapitierung getotet und
anschlieBend wurde ihnen Rumpfblut entnommen. Das Blut wurde in EDTA-
Rohrchen gesammelt, die aulerdem 10 pl Trasylol enthielten, das die Enzymaktivitat
hemmt. Bis zur Zentrifugation (10 min, 3000 U/min, 4°C) wurde das Blut auf Eis
aufbewahrt. Nach der Zentrifugation wurde das Plasma abpipettiert und bei -80°C
gelagert. Die Nebennieren wurden sehr vorsichtig ausgebaut, umgebendes Fett

wurde entfernt und die rechte und linke Nebenniere einzeln gewogen.

26



3.2.2 Mause

Die Blut- und Organentnahmen bei den Mausen wurden von Christine Wolff
durchgeflihrt. Die ATGL- KO- und die C57BL/6J- Wildtyp- Mause wurden durch CO,-
Begasung getotet. Im Anschluss daran wurden ihnen die Nebennieren fur weitere

Untersuchungen entnommen.

3.3 Vorbereitungen der Nebennieren far die
Elektronenmikroskopie

Die Ratten wurden wie unter 3.2.1 beschrieben an verschiedenen Tagen nach der
Immunisierung (0, 1, 5, 14, 28, 41, 55) getdtet, wobei ihnen anschlielend die
Nebennieren entnommen wurden. Auch eine ATGL- KO- Maus und eine ATGL-
Wildtyp- Maus wurde wie unter 3.2.2 beschrieben getodtet, im Anschluss wurden
ihnen die Nebennieren entnommen. Die Organe wurden nach der Entnahme fur
mindestens einen Tag mit Karnofskifixativ fixiert. Das Karnofskifixativ wurde
freundlicherweise vom Institut fir Pathologie zur Verfigung gestellt. Die weiteren
Vorbereitungen der Nebennieren fur die Elektronenmikroskopie wurden von Heiko
Siegmund (Institut for Pathologie Regensburg) durchgefuhrt. Die Nebennieren
wurden geviertelt und dann mit Osmiumtetroxid (OsO,4) postfixiert. Anschlie3end
wurden die Organe mit Hilfe einer abgestuften Ethanolreihe dehydriert und mit
Epoxid- Kunstharz (Epon) in einem automatisierten Gewebeprozessor infiltriert. Im
nachsten Schritt wurden die Proben zwei Tage lang bei 60°C polymerisiert. Aus den
Eponblécken wurden doppelt gefarbte (mit Toluidinblau und basischem Fuchsin)
Anschnitte (0,8 um) hergestellt. Diese Anschnitte wurden mit dem Lichtmikroskop auf
die relevanten Strukturen (Zona fasciculata) hin untersucht. Die nicht relevanten
Strukturen wurden mit einer Rasierklinge entfernt, wahrend vom restlichen
Eponblock Ultradinnschnitte angefertigt wurden (80 nm). Diese Ultradlinnschnitte
wurden mit wassrigem Uranylacetat und Bleizitrat doppelt kontrastiert und schlief3lich
mit dem energiegefilterten  Transmissionselektronenmikroskop  LEO912AB
untersucht. Zu jedem Totungszeitpunkt (Tag 1, 5, 14, 28, 40, 55), abgesehen vom
Tag 0, wurden EM- Bilder zweier immunisierter Tiere und zweier Kontrolltiere
angefertigt. Am Tag 0 wurden Bilder zweier Kontrolltiere angefertigt. Pro Tier wurden
48 Bilder in einer 3150- fachen Vergrof3erung aufgenommen, so dass pro Zeitpunkt

und Gruppe 96 Bilder entstanden.
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Von der Zona fasciculata der Nebenniere je einer ATGL- KO- und einer ATGL-
Wildtyp- Maus wurden 48 Bilder (VergrofRerung 3150- fach) angefertigt. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden lediglich Bilder der linken Nebenniere angefertigt, nachdem
getestet worden war, dass kein Unterschied zwischen der rechten und linken

Nebenniere bestand.

3.4 Stimulation primarer Nebennierenzellen von DA- Ratten mit
ACTH oder Isoproterenol

Die Stimulation der Nebennierenzellen wurde in Zusammenarbeit mit Christine Wolff
durchgefuhrt. Zwanzig DA- Ratten wurden durch Dekapitierung getotet, ihnen
wurden beide Nebennieren entfernt und in kleine Stlicke geschnitten, anschlie3end
wurden die Nebennierenzellen folgendermalRen isoliert: Die Nebennierenstiicke
wurden fur 60 min bei 37°C auf einem Schittler in einer Verdaulésung (HBSS, 2,6
mg/ml Kollagenase I, 3 mg/ml BSA, 0,15 mg/ml DNase, 0,15 mg/ml Hyaluronidase)
inkubiert. Alle Uberstande wurden abpipettiert und die Zellsuspension wurde durch
einen 70 ym cell strainer gegeben, zentrifugiert (4°C, 10 min bei 1000 U/min) und
zweimal mit HBSS (10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin) gewaschen. Die
Nebennierenzellen wurden auf eine Zellkonzentration von 1x 10%/ml in DMEM (10%
FCS and 1% Penicillin/ Streptomycin) justiert. Danach wurden die Zellen bei 37° C
(95% 02, 5% CO2) entweder fiir 2 h mit oder ohne ACTH (10™° M) oder fiir 13 h mit
oder ohne Isoproterenol (10°° M) inkubiert. Die Uberstande wurden verworfen und die
Zellpellets fur einen Tag in Karnofskifixativ fixiert. Die Zellpellets wurden mit
Osmiumtetroxid postfixiert, mit Hilfe einer abgestuften Ethanolreihe dehydriert und
mit Epon in einem automatisierten Gewebeprozessor infiltriert. Danach wurden die
Proben flr zwei Tage bei 60°C polymerisiert. Aus den Eponblécken wurden
ultradiinne Anschnitte angefertigt (80 nm). Diese ultradiinnen Anschnitte der
verschiedenen Zellpellets wurden mit wassrigem Uranylacetat und Bleizitrat doppelt
kontrastiert und schlief3lich mit dem energiegefilterten
Transmissionselektronenmikroskop LEO912AB untersucht. Fur jede Gruppe
(Isoproterenol, ACTH und Kontrolle) wurden 48 EM- Bilder (Vergrof3erung: 3150-
fach) angefertigt.
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3.5 Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder

Zur Auswertung der von der Pathologie erstellten EM- Bilder wurde die Software

ITEM verwendet (Olympus, Minster).

3.5.1 Adrenokortikale Lipidtropfen und Mitochondrien

Da es nahezu unmdglich ist, mit einem EM- Bild immer exakt eine Zelle abzubilden,
erfolgte die Auswertung der Lipidtropfen und Mitochondrien nicht pro Zelle, sondern
je intakter Zellflache eines Bildes. Dafur wurde auf jedem Bild die intakte Zellflache
markiert und durch das Programm die Flache berechnet. Anschliel3end wurden in
dieser intakten Flache erst die Lipidtropfen und dann die Mitochondrien umrahmt und
deren Anzahl und Flache bezogen auf die intakte Gesamtflache berechnet. Die Zahl
bzw. Flache der Lipidtropfen und der Mitochondrien wurden am Ende einheitlich je
um? dargestellt.

Bei der Auswertung fielen zwei verschiedene Formen der Lipidtropfen auf: a)
einheitlich graue Lipidtropfen (Abb. 3.1a) und b) Lipidtropfen mit verschieden gro3en
Aufhellungen (Abb. 3.1b). Dementsprechend wurden diese Lipidtropfen als homogen
oder inhomogen bezeichnet und jede Unterform fir sich ausgewertet (Abb. 3.1a und
b).

Auch bei der Auswertung der Mitochondrien fielen morphologisch verschiedene
Typen auf. Es fanden sich dunkle Mitochondrien mit vielen regelmaRigen Cristae
(Abb. 3.1c) und helle, geschwollen wirkende Mitochondrien mit unregelméfigen
Cristae (Abb. 3.1d). Im Folgenden wurden die dunklen Mitochondrien als intakt und
die hellen Mitochondrien als nicht intakt bezeichnet sowie beide Mitochondrientypen

fur sich ausgewertet.
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Abbildung 3.1 a, b, c und d: Einrahmung der (a) homogenen und (b) inhomogenen Lipidtropfen und
der (c) intakten und (d) nicht- intakten Mitochondrien in der intakten Zellflache, Zona fasciculata einer
DA- Ratte in 3150facher Vergréf3erung.

3.5.2 Lipidtropfen im Zellpellet

Die Auswertung der Lipidtropfen im Zellpellet erfolgte auf die gleiche Art und Weise
wie die Auswertung im Nebennierengewebe. Die Anzahl der Lipidtropfen wurde

einheitlich je um? dargestellt.
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3.6 Messung der mitochondrialen Aktivitat adrenokortikaler Zellen

Die Messung der mitochondrialen Aktivitdt adrenokortikaler Zellen wurde in
Zusammenarbeit mit Christine Wolff durchgefiihrt. Insgesamt wurden 23 Kontrolltiere
und 22 immunisierte Tiere (Tag 1) verwendet. Die DA- Ratten wurden wie unter 3.2.1
beschrieben getttet, die Nebennieren entnommen und gewogen. Das Kortikosteron
im Plasma wurde bei allen Tieren bestimmt (3.6.1). Die aus den linken Nebennieren
isolierten Zellen wurden zur Messung des Sauerstoffverbrauches verwendet. Die aus
den rechten Nebennieren isolierten Zellen wurden zur weiteren Isolierung der
Mitochondrien und anschlieBenden Messung der mitochondrialen COX- Aktivitat
genutzt. Aus zeitlichen Grinden wurde hier nur der Tag 1 nach Immunisierung

untersucht.

3.6.1 Kortikosteronbestimmung im Plasma

Fur die Kortikosteronbestimmung wurde ein Kortikosteron- ELISA der Firma
demeditec (Referenznummer DEV9922) verwendet. Dieser ELISA basiert auf dem
Prinzip des Wettbewerbs um freie Bindungsstellen. Eine unbekannte Menge von
Kortikosteron in der Probe und eine bekannte Menge von Kortikosteron, die an
Meerrettichperoxidase gebunden ist, konkurrieren um Bindungsstellen an den Wells
der Platte, die mit Kortikosteron- Antiserum bedeckt sind. Nach dem Waschen und
Hinzugeben von Substrate Solution ist die Kortikosteron- Konzentration dann
umgekehrt proportional zur gemessenen optischen Dichte. Der ELISA wurde nach

den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

3.6.2 Messung des Sauerstoffverbrauches von
Nebennierenzellen in Priméarkultur

Die Messung des Sauerstoffverbrauches von Nebennierenzellen wurde in
Zusammenarbeit mit Christine Wolff durchgefiihrt. Fur dieses Experiment wurden die
linken Nebennieren von 23 Kontrolltieren und 22 immunisierten Tieren (Tag 1)
verwendet. Die Nebennieren wurden wie unter 3.2.1 beschrieben entnommen und
die Nebennierenzellen wie unter 3.4 beschrieben isoliert. Anschlie3end wurden die
Zellen gezahlt und 2,5 x 10° Zellen in ein Well einer 24- Well- Platte fir die

Sauerstoffverbrauchsmessung geflllt. Das letzte Well diente als Kontrolle und wurde
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nur mit Medium befullt. Die Platte wurde in den Brutschrank in das vorgesehene
Gehause eingesetzt, gemessen wurde der Sauerstoffverbrauch mit dem Sensor dish
reader der Firma PreSens. Das Gerat misst den vierten Schritt der Atmungskette, im
Verlauf dessen Sauerstoff zu Wasser wird. Unter der Platte befindet sich ein Sensor,
der noninvasiv einen lumineszenten Farbstoff detektiert, welcher proportional zum

geldsten Sauerstoff im Medium ist.

3.6.3 Messung der Cytochrom- c- Oxidase-Aktivitat

Die Messung der Cytochrom- c- Oxidase- Aktivitat wurde in Zusammenarbeit mit
Christine Wolff durchgeftihrt. Fur dieses Experiment wurden die rechten Nebennieren
von 23 Kontrolltieren und 22 immunisierten Tieren (Tag 1) verwendet. Die
Nebennieren wurden wie unter 3.2.1 beschrieben entnommen und die
Nebennierenzellen wie unter 3.4 beschrieben isoliert.

Fur die Isolierung der Mitochondrien wurde ein Kit der Firma amsbio verwendet. Zum
Sammeln der Nebennierenzellen wurden diese bei 600 g und 4°C fuar 5 min
zentrifugiert. Danach wurden sie mit 10 ml eiskaltem PBS gewaschen und noch
einmal bei 600 g und 4°C fur 5 min zentrifugiert, anschlieRend wurde der Uberstand
verworfen. Das entstandene Pellet wurde nun in 1 ml Mitochondria Isolation Buffer
gelést und im vorgekihlten Zerkleinerer auf Eis gegeben und zerkleinert. Das
Homogenat wurde in einen 2 ml Eppendorf Cup gegeben und bei 600 g und 4°C flr
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und bei 12.000 g und 4°C fiir
10 min zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 50 ul Mitochondria Storage Buffer
gel6st und bis zur darauffolgenden Messung der COX- Aktivitat auf Eis gelagert.
Auch fur die Messung der COX- Aktivitat wurde ein Kit der Firma amsbio verwendet.
Wie bereits beschrieben ist die COX ein Enzym, das spezifisch fur die Atmungskette
innerhalb der Mitochondrien ist. Die Aktivitat dieses Enzyms gibt somit Auskunft Gber
die mitochondriale Aktivitat. Durch die COX wird das reduzierte Cytochrom c oxidiert.
Das reduzierte Cytochrom ¢ hat (im Gegensatz zum oxidierten Cytochrom c) sein
Absorptionsmaximum bei 550 nm. Je weniger Absorption nun bei 550 nm gemessen
wird, desto aktiver ist die COX, da durch sie das reduzierte Cytochrom ¢ abnimmit.
Dieser Test basiert folglich auf einer Abnahme der Absorption bei 550 nm Uber einen
gewissen Zeitraum. Alle Messungen und Berechnungen wurden exakt nach den

Angaben des Herstellers durchgefuhrt.
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3.7 Statistik

Fur die statistische Analyse und zum Erstellen der Graphen wurden die Programme
Excel 2010 und Sigma Plot 12.5 verwendet. Zum Vergleich von je zwei Gruppen
(Gruppen- Medianwerte) wurde der nichtparametrische Mann- Whitney- U- Test
(MWU-  Test) verwendet. Korrelationen wurden mit der Spearman
Rangkorrelationsanalyse berechnet. Die Daten wurden entweder als Mittelwerte +
Standardfehler (SEM), als Box- Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90.
Perzentile oder als Vertical Bar Charts mit Simple Error Bars dargestellt. Das

Signifikanzniveau lag bei p < 0.05.
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4 Ergebnisse

4.1 Ultrastrukturelle Morphologie adrenokortikaler Lipidtropfen
bei DA- Ratten

Die Lipidtropfen in der Zona fasciculata der Nebenniere fungieren als
Cholesterinspeicher und Cholesterin ist der Ausgangsstoff fir die Steroidogenese.
Da ein Problem der Lipidspeicherung bei der experimentellen Arthritis vermutet wird,
wurden Anzahl und Flache der Lipidtropfen im Verlauf der Arthritis untersucht. Dabei
fiel auf, dass die Lipidtropfen in der Zona fasciculata keine einheitliche Morphologie
besitzen, sondern dass sie sich in zwei verschiedene Typen unterteilen lassen. Es
existiert eine Art von Tropfen, welche im EM- Bild homogen grau erscheint (Abb.
4.1a) und eine andere Art mit weil3en Aufhellungen (Abb. 4.1a und b). Die einheitlich
grauen Lipidtropfen werden im Weiteren als homogene Lipidtropfen, diejenigen mit
den weil3en Aufhellungen als inhomogene Lipidtropfen bezeichnet. Die weil3en
Aufhellungen innerhalb der inhomogenen Lipidtropfen waren von unterschiedlicher
Anzahl und GréRe (Abb. 4.1a und b). Lie3 ein Lipidtropfen eine noch so kleine

Aufhellung erkennen, wurde er als inhomogen klassifiziert.

Abb. 4.1: Zellen der Zona fasciculata einer DA-Ratte in 3150-facher VergréRerung mit homogenen (a)
und inhomogenen (a und b) Lipidtropfen. (hLT = homogene Lipidtropfen; iLT = inhomogene
Lipidtropfen; Mi= Mitochondrien).
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4.1.1 Veranderungen adrenokortikaler Lipidtropfen im Verlauf
der Arthritis

Zu jedem To6tungszeitpunkt (Tag 1, 5, 14, 28, 40, 55), abgesehen vom Tag 0, wurden
die EM- Bilder zweier immunisierter und zweier Kontrolltiere ausgewertet. Am Tag O
wurden Bilder zweier Kontrolltiere ausgewertet. Da pro Tier 48 Bilder vorliegen,
ergeben sich pro Zeitpunkt und Gruppe 96 Bilder. Betrachtet man die Anzahl aller
Lipidtropfen (homogene und inhomogene) im Verlauf der Arthritis, zeigen sich am
Tag 14 und 55 signifikante Unterschiede. Zu beiden Zeitpunkten weisen die
Kontrolltiere eine gréRere Anzahl an Lipidtropfen auf als die immunisierten Tiere
(Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Anzahl aller Lipidtropfen in der Zona fasciculata im Verlauf der Arthritis. Im Vergleich
zu den immunisierten Tieren war die Zahl der Lipidtropfen an den Tagen 14 und 55 bei den
Kontrolltieren signifikant hoher. Werte sind Mittelwerte + SEM von 96 Bildern je Zeitpunkt und Gruppe
(MWU- Test).
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Um festzustellen, ob bei Zunahme der Lipidtropfen in der Zona fasciculata der
Rattennebennieren auch die Lipidtropfenflache zunimmt, wurde auch die
Gesamtflache der Lipidtropfen bestimmt. Die Abbildung 4.3 zeigt, dass zwischen der
Anzahl und der Flache der Lipidtropfen tatsachlich eine positive Korrelation besteht.
Mit der Zunahme der Gesamtflache werden die Lipidtropfen folglich auch
nummerisch mehr (Abb. 4.3). Deshalb wird im Folgenden lediglich die Anzahl der
Lipidtropfen betrachtet.
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Abbildung 4.3: Anzahl und Flache der Lipidtropfen bei Kontrolltieren (n= 14) und immunisierten
Tieren (n=12). Die lineare Regressionslinie und der zugehdrige Spearman Korrelationskoeffizient sind
dargestellit.

Weiterhin wurde die Anzahl der homogenen bzw. inhomogenen Lipidtropfen im
Arthritisverlauf ausgewertet. Hierbei zeigten sich bei Kontrolltieren und immunisierten
Tieren Schwankungen sowohl der homogenen als auch der inhomogenen
Lipidtropfen im zeitlichen Verlauf (keine Abbildung). Diese Schwankungen lassen
sich als negative Korrelation zwischen homogenen und inhomogenen Lipidtropfen

darstellen (Abb. 4.4). Kontrolltiere, immunisierte Tiere und auch alle Tiere zusammen
36



zeigen eine negative Korrelation zwischen den homogenen und inhomogenen

Lipidtropfen (Abb. 4.4).

® immunisierte Tiere (R =-0.608, p <0.033)
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Abb. 4.4: Negative Korrelation der homogenen und inhomogenen Lipidtropfen sowohl bei
immunisierten Tieren (n=12) als auch bei Kontrolltieren (n=14). Die Regressionslinie aller Tiere und
die Spearman Korrelationskoeffizienten aller Tiere, der immunisierten Tiere und der Kontrolltiere sind
dargestellt.

Betrachtet man nun die Gesamtzahl der homogenen bzw. der inhomogenen
Lipidtropfen bei Kontrolltieren und immunisierten Tieren, verfigen die Kontrolltiere
Uber signifikant mehr inhomogene Lipidtropfen (Abb. 4.5a) und uber signifikant

weniger homogene Lipidtropfen (Abb. 4.5b) als die immunisierten Tiere.
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Abb. 4.5: (a) homogene und (b) inhomogene Lipidtropfen bei Kontrolltieren und immunisierten Tieren.
Die Kontrolltiere (KO) verfiigen Uber signifikant mehr inhomogene Lipidtropfen (b) und tber signifikant
weniger homogene Lipidtropfen (a) als die immunisierten Tiere (I). Werte sind dargestellt als Vertical
Bar Charts mit Simple Error Bars (Mittelwerte + SEM).

Somit lasst sich feststellen, dass eine negative Korrelation zwischen den homogenen
und inhomogenen Lipidtropfen adrenokortikaler Zellen besteht. Aul3erdem verfiigen
die Kontrolltiere tber mehr inhomogene, aber weniger homogene Lipidtropfen als die
immunisierten Tiere.

Damit stellt sich die Frage, was das homogene bzw. inhomogene Aussehen der
Lipidtropfen im Einzelnen bedeutet. Diese Frage soll im anschlieRenden Kapitel

beantwortet werden.

4.2 Ultrastrukturelle Morphologie adrenokortikaler Lipidtropfen
bei ATGL- KO- und Wildtyp-Mausen

Um die beiden vorhandenen Typen der Lipidtropfen né&her zu charakterisieren,
wurden ATGL- KO- Mause verwendet. Bei diesen Mausen ist das Enzym ATGL
blockiert, das neben der HSL das wichtigste lipolytische Enzym im Kdrper und somit
auch in der Nebenniere ist (siehe Kapitel 1.5.1). Die fehlende Aktivitat dieses
Enzyms fihrt zur massiven Reduktion der Lipolyse im Korper. Schon im
histologischen Schnitt weist die ATGL- KO- Maus im Gegensatz zum C57BL/6J-

Wildtyp eine massive Einlagerung von Lipidtropfen auf.
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Um der Frage nachzugehen, welche Bedeutung die homogenen und die
inhomogenen Lipidtropfen haben, wurden von der Zona fasciculata einer ATGL-
Wildtyp- Maus und einer ATGL- KO- Maus je 48 EM- Bilder angefertigt. Auf diesen
Bildern wurde untersucht, welcher Typ der Lipidtropfen bei welchem Maustyp
vorliegt. Schon beim ersten Betrachten der EM- Bilder fiel auf, dass die ATGL- KO-
Maus nur homogene Lipidtropfen besitzt (Abb. 4.6b), wahrend bei der C57BL/6J-
Wildtyp- Maus beide Formen der Lipidtropfen vorliegen (Abb. 4.6a). Dies wurde auch
bei genauer Auszéhlung der adrenokortikalen homogenen und inhomogenen

Lipidtropfen bei beiden Mausgruppen bestétigt (Abb. 4.7).

Abb. 4.6: Reprasentative EM- Bilder der Zona fasciculata einer C57BL/6J- Wildtyp- Maus (a) und
einer ATGL- KO- Maus (b) in 3150-facher VergroRerung. Zu erkennen sind homogene und
inhomogene Lipidtropfen bei der Wildtyp-Maus (a) und zahlreiche homogene Lipidtropfen bei der
ATGL-KO-Maus (b). (iLT = inhomogene Lipidtropfen, hLT = homogene Lipidtropfen, Mi =
Mitochondrien).
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Abb. 4.7: Anzahl der (a) homogenen und (b) inhomogenen Lipidtropfen bei der ATGL- KO- Maus und
der Wildtyp- Maus. Die ATGL- KO- Maus verfigt Gber keinerlei inhomogene Lipidtropfen. Insgesamt
wurden je 48 Bilder ausgewertet, Box- Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentile,
(MWU- Test).

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die homogenen Lipidtropfen eine
Art Speicherform sind und die inhomogenen Lipidtropfen eine aktive Form darstellen,

in der Cholesterin- Abbau stattfindet.

4.3 Veranderungen der Lipidtropfen in primaren
Nebennierenzellen von DA- Ratten nach ACTH- oder
Isoproterenol-Stimulation

Zur weiteren Charakterisierung der Lipidtropfen in der Zona fasciculata wurden
Zellen aus den Nebennieren von 20 DA- Ratten isoliert und entweder gar nicht
(unstimulierte Kontrolle) oder fir zwei Stunden mit ACTH (10™° M), und fur 13
Stunden mit Isoproterenol (10 M), einem B - adrenergen Agonisten, stimuliert. In der
Pathologie wurden daraufhin mit dem EM 48 Bilder der Zellpellets jeder Gruppe
angefertigt, die dann auf das Vorkommen von homogenen und inhomogenen
Lipidtropfen hin ausgewertet wurden. Die verwendeten Hormone ACTH und
Isoproterenol regen die Nebenniere zur Lipolyse und zur Ausschittung von
Glukokortikoiden an. Geht man von der Annahme aus, dass die inhomogenen

Lipidtropfen jene sind, die gerade abgebaut werden, so mussten diese durch die
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Stimulation mit ACTH oder Isoproterenol zahlenmaRig zunehmen. Tatsachlich nahm
die Anzahl inhomogener Lipidtropfen in den adrenokortikalen Zellen sowohl durch die
zweistindige ACTH- Stimulation, als auch durch die dreizehnstiindige Stimulation mit
Isoproterenol signifikant zu (Abb. 4.8b). Die Anzahl homogener Lipidtropfen dagegen
nahm durch die Stimulation mit Isoproterenol oder ACTH im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant ab (Abb. 4.8a).
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Abb. 4.8: Der Einfluss von ACTH und Isoproterenol auf die Anzahl der (a) homogenen und (b)
inhomogenen Lipidtropfen in adrenokortikalen Zellen von DA- Ratten. Die Zellen wurden entweder
nicht (KO = Kontrolle) oder mit ACTH (10™*° M) oder Isoproterenol (ISO, 10° M) stimuliert. Durch die
Stimulation nahmen die inhomogenen Lipidtropfen zahlenmaRig zu und die homogenen ab. 48 Bilder
pro Gruppe, Box- Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentile, (MWU- Test).

Somit lasst sich feststellen, dass die homogenen Lipidtropfen tatsachlich die
Speicherform darstellen, wahrend die inhomogenen Lipidtropfen die sind, die gerade
abgebaut werden. Dazu passt auch die negative Korrelation der beiden Typen von
Lipidtropfen (Abb. 4.4). In den adrenokortikalen Zellen der Kontrolltiere findet man
mehr Lipidtropfen, die gerade abgebaut werden als in den adrenokortikalen Zellen
der immunisierten Tiere. Die Fasciculata-Zellen der immunisierten Tiere haben mehr

Speicherlipide als die Nebennierenzellen der Kontrolltiere.
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4.4 Ultrastrukturelle Morphologie adrenokortikaler
Mitochondrien bei DA- Ratten

Die Mitochondrien sind die Kraftwerke jeder Zelle. In den Fasciculata- Zellen der
Nebenniere finden sich in diesen Organellen zudem wichtige Enzyme der
Glukokortikoidsynthese. Auch die Mitochondrien wurden in der vorliegenden Arbeit
einer morphologischen Untersuchung unterzogen. Anhand der EM- Bilder wurde
ausgewertet, ob sich die Morphologie und die Anzahl der Mitochondrien im Laufe der
Arthritis verandern.

Die Ergebnisse zeigen, dass in den Zellen der Zona fasciculata zwei verschiedene
Mitochondrien- Typen vorhanden waren. Zum einen findet man dunkle Mitochondrien
mit klar zu erkennenden Cristae, die im Folgenden als intakte Mitochondrien
bezeichnet werden (Abb. 4.9a). Daneben findet man aufgehellte Mitochondrien, die
hydroptisch geschwollen wirken und weniger bzw. verschwommene Cristae
aufweisen (Abb. 4.9a). Letztere werden im Folgenden als nicht- intakte
Mitochondrien bezeichnet, da sich in diesen Mitochondrien Wassereinlagerungen
befinden, die durch eine durchlassige Mitochondrienmembran entstanden sind.
Betrachtet man untergegangene Zellen mit Mitochondrienfragmenten, zeigen diese
eine ahnliche Morphologie wie die nicht- intakten Mitochondrien (Abb. 4.9b).

Die nicht- intakten Mitochondrien ahneln in der 3150- fachen VergroRerung
morphologisch den inhomogenen Lipidtropfen. Den Unterschied erkennt man jedoch
in der 10000- fachen Vergrof3erung eindeutig daran, dass die Mitochondrien Cristae
besitzen, die den Lipidtropfen fehlen (Abb.4.9a).
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Abb. 4.9: (a) Zona fasciculata einer DA- Ratte in 10000- facher Vergré3erung. Im Gegensatz zu den
inhomogenen Lipidtropfen besitzen die nicht- intakten Mitochondrien deutlich erkennbare Cristae. (b)
Einzelne Nebennierenzelle einer DA- Ratte (links) und Zellfragmente einer untergegangenen Zelle
(rechts), 10000- fache VergroRerung. Innerhalb der intakten Zelle findet man Lipidtropfen und intakte
Mitochondrien. Daneben erkennt man Ruickstdnde einer untergegangenen Zelle, wie
Mitochondrienfragmente, die den nicht- intakten Mitochondrien in der Nebennierenrinde &hneln. (hLT
= homogene Lipidtropfen; iLT = inhomogene Lipidtropfen; iMi = intakte Mitochondrien; niMi = nicht-
intakte Mitochondrien; MiF = mitochondriale Fragmente)

4.4.1 Veranderungen adrenokortikaler Mitochondrien im Verlauf
der Arthritis

Die Anzahl intakter und nicht- intakter Mitochondrien in den Fasciculata- Zellen der
Nebennieren wurde an den Tagen O, 1, 5, 14, 28, 40 und 55 ausgewertet. Zu jedem
Totungszeitpunkt, abgesehen vom Tag 0, wurden die EM- Bilder zweier
immunisierter und zweier Kontrolltiere ausgewertet. Da pro Tier 48 Bilder vorlagen,
ergaben sich pro Zeitpunkt und Gruppe 96 Bilder.

Die Anzahl intakter Mitochondrien in den adrenokortikalen Zellen der Kontrolltiere
war an den Tagen 1, 5 und 55 signifikant hdher im Vergleich zu den immunisierten
Tieren (Abb. 4.10). Im Gegensatz dazu war die Anzahl nicht- intakter Mitochondrien
in den adrenokortikalen Zellen der Kontrolltiere an denselben Tagen signifikant
niedriger im Vergleich zu den immunisierten Tieren (Abb. 4.10). An den Tagen, die
nicht in der Abbildung dargestellt sind, fanden sich weder bei den intakten, noch bei
den nicht- intakten Mitochondrien signifkante Unterschiede zwischen den Kontrollen
und den immunisierten Tieren.
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Abb. 4.10: Intakte und nicht- intakte Mitochondrien in der Zona fasciculata der Nebenniere von DA-
Ratten. In den adrenokortikalen Zellen der Kontrolltiere findet man signifikant mehr intakte und
gleichzeitig signifikant weniger nicht- intakte Mitochondrien als bei den immunisierten Tieren. Werte
sind Mittelwerte + SEM von 96 Bildern je Zeitpunkt und Gruppe (MWU- Test).

4.5 Zusammenhange zwischen adrenokortikalen Lipidtropfen
und Mitochondrien

Die Lipidtropfen sind der Speicherort des Cholesterins und Cholesterin ist der
Ausgangsstoff der Steroidogenese, die in den Mitochondrien und im ER ablauft.
Deshalb wurden im Folgenden die Zusammenhénge zwischen den Lipidtropfen und
den Mitochondrien untersucht. So bestand eine positive Korrelation zwischen den
intakten Mitochondrien und den inhomogenen Lipidtropfen in den adrenokortikalen
Zellen aller Tiere (Abb. 4.11). Betrachtet man den Zusammenhang bei Kontrolltieren
und immunisierten Tieren getrennt, ist er bei den Kontrolltieren signifikant, bei den

immunisierten Tieren jedoch nicht (Abb. 4.11).

44



Zudem zeigt die Abb. 4.12, dass eine negative Korrelation zwischen den
adrenokortikalen nicht- intakten Mitochondrien und den inhomogenen Lipidtropfen
besteht. Diese Korrelation besteht auch, wenn man beide Gruppen einzeln betrachtet
(Abb. 4.12).
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Abb. 4.11: Positive Korrelation zwischen adrenokortikalen intakten Mitochondrien und inhomogenen
Lipidtropfen bei Kontrolltieren und immunisierten Tieren. Die Regressionslinie fir alle Tiere und die
Spearman Korrelationskoeffizienten (fur alle Tiere, fur immunisierte Tiere und fur Kontrolltiere) sind
dargestellt.
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Abb. 4.12: Negative Korrelation zwischen adrenokortikalen nicht- intakten Mitochondrien und
inhomogenen Lipidtropfen bei Kontrolltieren und immunisierten Tieren. Die Regressionslinie flr alle
Tiere und die Spearman Korrelationskoeffizienten (fur alle Tiere, flr immunisierte Tiere und fur
Kontrolltiere) sind dargestellt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Vorkommen von adrenokortikalen
Lipidtropfen, die abgebaut werden, positiv mit dem Vorkommen von adrenokortikalen
intakten Mitochondrien und negativ mit dem Vorkommen von adrenokortikalen nicht-

intakten Mitochondrien korreliert.

4.6 Messung der mitochondrialen Aktivitat adrenokortikaler Zellen

Aus Zeitgrinden konnte der folgende Versuch nur fur den Tag 1 nach der
Arthritisinduktion durchgefihrt werden. Es wurden 23 Kontrolltiere und 22

immunisierte Tiere (Tag 1) verwendet.
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4.6.1 Nebennierengewichte, Nebennierenzellzahlen und
Plasmakortikosteron

Am Tag 1 nach Arthritisinduktion ist das Kortikosteron im Plasma der immunisierten
Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant erhdht (Abb. 4.13a). Auch die
Gewichte der Nebennieren, bezogen auf das gesamte Korpergewicht und die
Zellzahlen in der Nebenniere, sind bei den arthritischen Tieren gegeniber den
Kontrolltieren signifikant héher (Abb. 4.13b und c).
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Abb. 4.13: (a) Plasmakortikosteron, (b) Nebennierengewichte bezogen auf das Kérpergewicht (KG),
(c) Nebennierenzellzahlen von Kontrolltieren (KO) und immunisierten Tieren (I) (Tag 1). Die
Kortikosteronspiegel, Nebennierengewichte und Nebennierenzellzahlen sind bei den immunisierten
Tieren signifikant héher als bei den Kontrolltieren. Insgesamt 22-23 Tiere pro Gruppe fur Graph (a)
und (b) und 10 Tiere pro Gruppe fir Graph (c), Box- Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90.
Perzentile, (MWU- Test).

4.6.2 Sauerstoffverbrauch in adrenokortikalen Zellen gesunder
und immunisierter DA- Ratten

Fur dieses Experiment wurden in zwei Versuchen die linken Nebennieren von 23
Kontrolltieren und 22 immunisierten Tieren (Tag 1) verwendet. Vergleicht man den
Sauerstoffverbrauch adrenokortikaler Zellen gesunder und immunisierter Ratten (Tag

1), so zeigt sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Sauerstoffverbrauch von Nebennierenzellen immunisierter und gesunder DA-Ratten (Tag
1) Uber eine Messzeit von 8 Stunden. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Gruppen gefunden. Insgesamt 22-23 Tiere pro Gruppe, Werte sind Mittelwerte + SEM
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4.6.3 Cytochrom- c¢- Oxidase Aktivitat in adrenokortikalen
Mitochondrien gesunder und immunisierter DA- Ratten

Fur dieses Experiment wurden in zwei Versuchen die rechten Nebennieren von 23
Kontrolltieren und 22 immunisierten Tieren (Tag 1) verwendet. Die adrenokortikalen
Zellen wurden in je funf Pellets pro Versuchsgruppe gepoolt. Aus den Zell- Pellets
wurden die adrenokortikalen Mitochondrien isoliert und anschlielend die COX-
Aktivitdat gemessen. Die COX ist ein intramitochondriales Enzym und katalysiert in
einer gekoppelten Reaktion die Oxidation von Cytochrom c¢ mit der Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser und dem Transport von Protonen Uber eine biologische
Membran. Durch die Reaktionen der Atmungskette wird Energie bereitgestellt. In
diesem Versuch lieRBen sich jedoch keine Unterschiede in der COX- Aktivitat der
adrenokortikalen Mitochondrien gesunder und immunisierter Tiere an Tag 1
feststellen (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Aktivitat der COX bei Kontrolltieren (KO) und immunisierten Tieren (I) am Tag 1 nach
Immunisierung, insgesamt 22-23 Tiere pro Gruppe, gepoolt in je 5 Gruppen, Box- Plots mit 10., 25.,
50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentile, (MWU- Test).

Somit kann man zusammenfassen, dass die Plasmakortikosteronspiegel,

Nebennierengewichte und Nebennierenzellzahlen bei immunisierten Tieren an Tag 1

signifikant hoher sind als bei Kontrolltieren. Jedoch unterschieden sich die
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Kontrolltiere und die immunisierten Tiere (Tag 1) nicht im Sauerstoffverbrauch oder
der mitochondrialen COX- Aktivitat adrenokortikaler Zellen.

50



5 Diskussion

Sowohl bei der RA (33, 75) als auch bei der experimentellen Arthritis (41, 132) findet
man, in Relation zur bestehenden Entziindung, inadaquat niedrige Kortisol/
Kortikosteron- Spiegel im Plasma. Um mogliche Griinde fur die relative adrenale
Insuffizienz bei Arthritis aufzudecken, wurde in dieser Arbeit eine vergleichende
Untersuchung elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Nebennieren (Zona
fasciculata) gesunder und immunisierter Ratten durchgefiihrt. Da der Ausgangsstoff
fur die Steroidogenese, das Cholesterin, in den Lipidtropfen der Zona fasciculata
gespeichert wird (130, 120) und entscheidende Schritte der Steroidogenese in den
adrenokortikalen Mitochondrien ablaufen (90), wurden diese beiden Zellbestandteile
in der vorliegenden Arbeit vergleichend untersucht. Autoren wie de Almeida et al.
konnten bereits zeigen, dass altersbedingte Veranderungen im Serumkortikosteron
bei Ratten mit Verdnderungen der adrenokortikalen Lipidtropfen und Mitochondrien

einhergehen (38).

5.1 Ultrastrukturelle Morphologie adrenokortikaler Lipidtropfen
von DA- Ratten im Verlauf der Arthritis

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich die Morphologie, die Anzahl
oder die Flache der adrenokortikalen Lipidtropfen im Arthritisverlauf verandern.
Insgesamt wurden drei mogliche Szenarien angenommen: A) Es liegt ein Problem
der Nebenniere bei der Lipidaufnahme oder -speicherung vor, was zu einer starken
Abnahme der Lipidtropfen in der Zona fasciculata im Verlauf der Arthritis fihrt. Eine
solche Abnahme an adrenokortikalem Cholesterin wird im Tierversuch z.B. durch 4-
Aminopyrazolo(3,4-d)pyrimidin induziert, das einen Lipoproteinmangel erzeugt. Diese
induzierte Abnahme des adrenokortikalen Cholesterins hat eine verminderte ACTH-
stimulierte Kortikosteron- Antwort zur Folge (170).

B) Als zweites mdgliches Szenario kdme eine Behinderung beim Abbau bzw. bei der
Weiterverarbeitung des gespeicherten Cholesterins in Frage, was eine Akkumulation
von Lipiden in der Nebennierenrinde zur Folge hatte. Eine solche Akkumulation von
Lipidtropfen in der Nebenniere von Ratten zeigt sich beispielsweise nach der Gabe
von CRH- Antagonisten (19) oder Inhibitoren der Steroidogenese (31, 110). Zudem
konnten Li et al. zeigen, dass die Lipidtropfen in den Nebennieren von HSL- KO-

Mé&ausen akkumulieren. Diese vermehrte Lipidspeicherung hatte zwar keinen Einfluss
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auf die basalen Kortikosteronspiegel im Blut der Versuchstiere, jedoch waren die
Kortikosteronspiegel nach ACTH- Stimulation im Vergleich zu den Kontrolltieren
deutlich niedriger (102).

C) Die dritte Moglichkeit ist ein vollig anderes Szenario, bei welchem die Lipidtropfen
nicht zahlenmalfiig beeinflusst werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass es 2 verschiedene Typen der
adrenokortikalen Lipidtropfen gibt: die homogenen Lipidtropfen, die eine einheitlich
dunkle Matrix aufweisen und die inhomogenen Lipidtropfen, die verschiedene
Aufhellungen zeigen. Mit Hilfe von ATGL- KO- Mausen, die nur homogene
adrenokortikale Lipidtropfen besitzen und Wildtyp- Ma&usen, die beide
Lipidtropfenformen in den adrenokortikalen Zellen aufweisen, konnte festgestellt
werden, dass homogene Lipidtropfen die Speicherform darstellen und inhomogene
Lipidtropfen diejenigen sind, die durch Lipasen abgebaut werden.

Diese Vermutung wurde dadurch bekréaftigt, dass die Anzahl der adrenokortikalen
inhomogenen Lipidtropfen durch Stimulation mit ACTH oder Isoproterenol signifikant
anstieg. Auch Tokar et al. beschrieben unterschiedliche Morphologien von
Lipidtropfen in der Zona fasciculata von Rattennebennieren (176). Die Autoren
beobachteten, dass Lipidtropfen, deren Inhalt nicht elektronendicht ist, vor allem in
Zellen vorkommen, in denen viel Steroidogenese betrieben wird. Dagegen fanden sie
Lipidtropfen mit elektronendichter Matrix eher in Zellen, die wenige Steroide
herstellen (176).

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die immunisierten Tiere
in den Fasciculata- Zellen mehr homogene, aber weniger inhomogene Lipidtropfen
als die Kontrolltiere besitzen. Das bedeutet, dass in den Nebennieren der
immunisierten Tieren weniger Lipide abgebaut und fur die Steroidogenese verwendet
werden als bei den Kontrolltieren. Diese Beobachtung passt auch zu einem weiteren
Ergebnis unserer Arbeitsgruppe: Ab Tag 28 nach der Arthritisinduktion ist die
Lipidspeicherung (gemessen als Sudanlll- Positivitat) in der Nebenniere bei
arthritischen Tieren hoher als bei Kontrolltieren (192). Aul3erdem konnten wir zeigen,
dass bei experimenteller Arthritis vermutlich kein Problem in der Lipidaufnahme in
adrenokortikale Zellen besteht. Denn es konnte kein Unterschied in der Expression
des Cholesterinrezeptors SR- Bl in den Nebennieren gesunder und immunisierter
Ratten festgestellt werden. AulRerdem zeigte sich auch kein Unterschied zwischen

beiden Gruppen hinsichtlich der Aufnahme von NBD- Cholesterin in adrenokortikale
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Zellen. Interessanterweise konnte aber bei den Kontrolltieren eine positive
Korrelation  zwischen der NBD-  Cholesterin-  Aufnahme und den
Plasmakortikosteronspiegeln festgestellt werden. Eine solche Korrelation war bei den
arthritischen Tieren nicht vorhanden, was als Entkopplung der Cholesterinaufnahme
von der Glukokortikoidsekretion interpretiert wurde (192).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die experimentelle Arthritis weder
mit einer Akkumulation, noch mit einer Verarmung von Lipidtropfen in der Zona
fasciculata einhergeht. Stattdessen zeigte sich ein verdnderter Lipidabbau, der
moglicherweise zur inadaquaten Kortikosteronproduktion bei Arthritis beitragt. Die
Griunde hierfur sind allerdings noch unklar.

5.2 Ultrastrukturelle Morphologie adrenokortikaler
Mitochondrien von DA- Ratten im Verlauf der Arthritis

Da wichtige Schritte der Steroidogenese in den Mitochondrien ablaufen (90) und eine
Dysfunktion adrenokortikaler Mitochondrien zum Funktionsverlust der HPA- Achse
beitragen konnte, wurden die adrenokortikalen Mitochondrien gesunder und
immunisierter DA-Ratten hinsichtlich ihrer Anzahl und ultrastrukturellen Morphologie
vergleichend untersucht.

Auch die adrenokortikalen Mitochondrien konnten in zwei verschiedene Typen
unterteilt werden. Die normalen Mitochondrien, hier als intakte Mitochondrien
bezeichnet, weisen ein homogenes dicht gepacktes Cristae- Muster auf. Die
veranderten Mitochondrien, hier als nicht- intakte Mitochondrien bezeichnet, haben
ein geschwollenes Aussehen, wenige geschwollene Cristae sowie eine lockere
transparente Matrix. Nun stellt sich die Frage, was zu diesem veranderten Aussehen
der nicht- intakten Mitochondrien in der Nebenniere fihrt. Einige Autoren konnten
zeigen, dass die Anzahl der mitochondrialen Cristae von der Aktivitdt der HPA-
Achse abhangt. So wurde im Tierversuch gezeigt, dass Stress oder auch die Gabe
von ACTH oder CRH zu einer Zunahme der Cristae der adrenalen Mitochondrien
fuhrt (17, 20, 77 128). Passend dazu zeigten Bornstein et al., dass durch die Gabe
eines CRH- Antagonisten die Cristaezahl in den adrenalen Mitochondrien abnahm
(19). AulRerdem konnten Canick et al. eine Schwellung der vesikularen Cristae in den
Fasciculatamitochondrien von Ratten nach einer Hypophysektomie beobachten (25).

Weiterhin wurde eine lockere transparente Mitochondrienmatrix mit der Gabe des
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P450scc— Inhibitors Aminoglutethimid oder mit der Gabe von Zyanoketosteroid, das
die 3B- HSD inhibiert, in Verbindung gebracht (51, 112, 140).

Fakt ist jedoch, dass sich morphologische Veranderungen von Mitochondrien auch
relativ. schnell wieder zurtckbilden koénnen. Nach dem Absetzen von
Aminoglutethimid dauert es beispielsweise lediglich zehn Tage bis die Mitochondrien
ihr normales Aussehen wieder zurtickerlangt haben (78).

Die in dieser Arbeit beobachteten morphologischen Veranderungen der
Mitochondrien sind wahrscheinlich Einlagerungen von Wasser. Gehen Mitochondrien
unter, so wird die Membran durchlassig fur Wasser (56, 99). Wie in der Abbildung 4.9
gezeigt, &hneln die nicht- intakten Mitochondrien vom Aspekt her stark den
mitochondrialen Fragmenten von geplatzten Zellen auf den EM- Bildern des
Zellpellets. Diese morphologische Ahnlichkeit legt die Vermutung nahe, dass es sich
bei den normalen Mitochondrien um intakte und bei den veranderten Mitochondrien
um nicht- intakte Zellorganellen handelt. Diese veranderten/ nicht- intakten
Mitochondrien kénnen ihre Funktion vermindert oder gar nicht ausfihren.

Die Auszéhlung der adrenokortikalen Mitochondrien an den Tagen 1, 5 und 55 ergab
eine grofRere Anzahl intakter Mitochondrien und eine kleinere Anzahl nicht- intakter
Mitochondrien bei den Kontrolltieren im Vergleich zu den immunisierten Tieren. An
den Tagen 14, 28 und 40 waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen sichtbar. Somit ist es als sehr wahrscheinlich anzusehen, dass eine

mitochondriale Dysfunktion zum relativen Steroidhormonmangel bei Arthritis beitragt.

5.3 Zusammenhange zwischen adrenokortikalen Lipidtropfen
und Mitochondrien

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass immunisierte DA-
Ratten signifikant mehr homogene Lipidtropfen und nicht- intakte Mitochondrien in
adrenokortikalen Zellen aufweisen als Kontrolltiere. Weiterhin wurden nun mdgliche
Zusammenhange zwischen adrenokortikalen Lipidtropfen und Mitochondrien bei
gesunden und immunisierten DA- Ratten untersucht. Dabei zeigte sich, dass
zwischen den intakten Mitochondrien und den inhomogenen Lipidtropfen
adrenokortikaler Zellen bei den Kontrolltieren eine positive Korrelation besteht, nicht
aber bei den immunisierten Tieren. AulRerdem konnte eine negative Korrelation
zwischen den nicht- intakten Mitochondrien und den inhomogenen Lipidtropfen

adrenokortikaler Zellen sowohl bei den immunisierten als auch bei den Kontrolltieren
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nachgewiesen werden. Andere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe haben zudem
gezeigt, dass die Anzahl der adrenokortikalen intakten Mitochondrien positiv mit den
Kortikosteronwerten im Plasma von DA- Ratten korrelierte (192). Wurden hingegen
die Anzahl der adrenokortikalen nicht- intakten Mitochondrien und die
Kortikosteronspiegel im Plasma korreliert, war eine deutliche Tendenz zur negativen
Korrelation vorhanden (192).

Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass bei immunisierten Tieren die bei
Kontrolltieren beobachtete positive Korrelation zwischen intra- adrenalem Lipidabbau
und Anzahl der intakten Mitochondrien verloren geht. Zum anderen zeigen sie, dass
je mehr nicht- intakte Mitochondrien vorhanden sind, desto weniger Lipidabbau
stattfindet und desto weniger Kortikosteron produziert wird, was bei immunisierten
DA- Ratten der Fall ist. Dies alles bestétigt, dass es bei experimenteller Arthritis zu
einem verschlechterten Lipidabbau, wahrscheinlich verursacht durch eine
Dysfunktion adrenokortikaler ~Mitochondrien, kommt, was zur inadaquaten
Kortikosteronproduktion in Relation zur Entzindung bei experimenteller Arthritis
beitragt.

Auch Rebuffat et al. konnten bei Ratten einen Zusammenhang zwischen adrenalen
Mitochondrien und Lipidtropfen herstellen (144). Die Autoren beobachteten, dass
durch die Gabe von Ciclosporin A die Anzahl der intramitochondrialen Cristae
abnahm. Diese Abnahme war an eine Aktivititsanderung der steroidogenetischen
Enzyme gekoppelt (118, 125). Da daraufhin das Cholesterin nicht verbraucht wurde,
nahm die Zahl der Lipidtropfen zu (144). Schon vor mehr als 40 Jahren wurde die
Theorie aufgestellt, dass Veradnderungen in der Oberflache der mitochondrialen
Cristae mit einer Aktivitditsanderung der Enzyme der Steroidogenese in
Zusammenhang stehen (153, 196). In einer aktuelleren Arbeit konnte nach ACTH-
Gabe bei Ratten eine signifkante Zunahme intramitochondrialer Cristae beobachtet
werden, die von einen Anstieg des Plasmakortikosterons begleitet wurde (77). Aber
nicht nur die mitochondriale Morphologie, sondern auch die mitochondriale Aktivitét
konnte von einigen Autoren direkt mit der Steroidogenese in Verbindung gebracht
werden. So geht bei einigen seltenen Erkrankungen erhohter oxidativer Stress mit
einer mitochondrialen Dysfunktion und einer adrenalen Insuffizienz einher (137).
Zudem konnten Wang et al. zeigen, dass intra- adrenaler oxidativer Stress und
adrenokortikale mitochondriale Dysfunktion bei Mausen zu einer abgeschwéchten

ACTH- stimulierten Kortikosteronantwort fihrten (183).
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Die Ursachen fur die Veranderungen der adrenokortikalen Mitochondrien und
Lipidtropfen bei experimenteller Arthritis sind bisher nicht bekannt. Weitere
Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe legen jedoch nahe, dass das Zytokin IL-13
hierbei eine wichtige Rolle spielen kénnte (192). So kann z.B. die mitochondriale
Aktivitat durch entziindliche Prozesse im Korper, v.a. durch Enzyme wie MMPs und
Zytokine wie IL-1f inhibiert werden, wobei IL-18 in der Lage ist, die COX direkt zu
inhibieren (71, 100, 185).

5.4 Mitochondriale Aktivitat adrenokortikaler Zellen gesunder
oder immunisierter DA-Ratten

Alle bisherigen Ergebnisse basieren auf vergleichenden morphologischen
Untersuchungen adrenokortikaler Mitochondrien und Lipidtropfen bei gesunden und
immunisierten DA- Ratten. Deshalb war es ein letztes Ziel dieser Arbeit, auch die
mitochondriale Aktivitat gesunder und immunisierter Tiere zu untersuchen, was aus
Zeitgrunden leider nur fur den Tag 1 nach Immunisierung méglich war. Es wurden
sowohl der Sauerstoffverbrauch als auch die Aktivitat der mitochondrialen COX
untersucht. Die COX ist eines der Enzyme innerhalb der Atmungskette, durch deren
Reaktionen Sauerstoff zu Wasser reduziert wird. Wie bereits beschrieben, stellt die
mitochondriale Atmungskette hierbei Energie in Form von ATP her. Dieses ATP dient
der einzelnen Zelle als Treibstoff fiur ihre vielfaltigen Funktionen. Die Zellen der
Nebennierenrinde bendtigen diese Energie u.a. fur die Steroidogenese. Auch die
Sauerstoffverbrauchsmessung ist eine anerkannte Methode zur Messung der
mitochondrialen Aktivitat (45, 50, 132).

Wie die Ergebnisse des letzten Teils dieser Arbeit zeigen, waren die
Kortikosteronspiegel im  Plasma, die Nebennierengewichte und die
Nebennierenzellzahlen am Tag 1 nach der Immunisierung mit Kollagen Typ Il im
Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant erhéht. Einen solchen signifikanten Anstieg
der Kortikosteronwerte kurz nach der Immunisierung konnten wir und andere
Gruppen bereits mehrfach zeigen, allerdings sanken die Glukokortikoidspiegel im
weiteren Arthritisverlauf wieder auf das Normalniveau und waren somit in Relation
zur Entziindung inadaquat niedrig (42, 192). Die erhohte Nebennierenzellzahl spricht
fur eine Hyperplasie der Nebennierenzellen. Es ist bekannt, dass eine Aktivierung

der HPA- Achse zu einer Hyperplasie und Hypertrophie der Zellen in der Zona
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fasciculata fuhren kann (162). Auch erhdhte Nebennierengewichte bei
experimenteller Arthritis wurden beschrieben (9, 133). Die hypophysare Stimulation
der Nebennieren fordert eine vermehrte Syntheseleistung von diesen, so dass es zu
Hyperplasie und Hypertrophie der Zellen kommt und auch das Organgewicht ansteigt
(13, 39).

Eine  Hypophysektomie  hingegen  fuhrt zu  einer = Abnahme  des
Nebennierengewichtes, wahrscheinlich durch eine Atrophie der Zona fasciculata und
der Zona reticularis (147). Auch CRH- Antagonisten wie Antalarmin kdénnen die
Nebennieren von Versuchstieren um bis zu 31% verkleinern (18).

Aufgrund der erhdhten  Kortikosteronspiegel, = Nebennierengewichte und
Nebennierenzellzahlen wurde angenommen, dass die adrenokortikalen Zellen der
immunisierten Tiere sowohl einen hodheren Sauerstoffverbrauch als auch eine
erhohte COX- Aktivitdt zeigen wirden. Denn die Vorgange, die frih nach der
Immunisierung ablaufen, wie Hyperplasie und vermehrte Glukokortikoidsekretion,
bendtigen Energie, die durch die Mitochondrien bereitgestellt wird (88, 161). Gegen
diese Vermutung sprache allerdings die Beobachtung, dass bereits am Tag 1 nach
Immunisierung signifikant mehr nicht- intakte Mitochondrien in den adrenokortikalen
Zellen immunisierter Tiere nachweisbar waren als bei den Kontrollen.

Tatsachlich konnten in dieser Arbeit keine Unterschiede im Sauerstoffverbrauch
zwischen adrenokortikalen Zellen immunisierter und nicht- immunisierter DA- Ratten
an Tag 1 festgestellt werden. Der Sauerstoffverbrauch adrenokortikaler Zellen ClII-
immunisierter Tiere wurde bis jetzt von keiner anderen Arbeitsgruppe untersucht.
Aber Solinas et al. bringen eine altersbedingt verminderte oxidative Phophorylierung
in der Nebenniere von Fischer- Ratten in Zusammenhang mit einer Abnahme der
Steroidhormonsynthese (161). Um eventuell ahnliche Zusammenhéange herstellen zu
konnen, missen noch weitere Tage im Arthritisverlauf hinsichtlich des
Sauerstoffverbrauches adrenokortikaler Zellen untersucht werden. Gerade am Tag
55 nach Immunisierung wirde man die ausgepragteste Verdnderung im
Sauerstoffverbrauch erwarten, da an diesem Tag bei immunisierten Tieren fast
ausschlief3lich nicht- intakte Mitochondrien nachgewiesen werden konnten.

Poli et al. konnten nach Gabe eines Zytostatikums eine Veranderung der
mitochondrialen Morphologie (Schwellung und Cristae- Abnahme) mit einem
drastisch verringerten Sauerstoffverbrauch in Zusammenhang bringen (136).

Allerdings wurden hier aus humanen Nebennierenkarzinomzellen isolierte
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Mitochondrien fur die Sauerstoffmessung verwendet und ein anderes Gerat, das
Oxygraph system mit Clark type electrode, genutzt. Auch andere Autoren benutzten
vor allem Clark- oder Seahorse- Elektroden zur Sauerstoffverbrauchsmessung von
Zellen (49, 50, 71, 103, 141), wahrend in der vorliegenden Arbeit optische Sensoren,
sogenannte Optoden, verwendet wurden.

Auch bei der Messung der mitochondrialen COX- Aktivitat adrenokortikaler Zellen
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den immunisierten
Tieren (Tag 1). Jedoch wurden hier die isolierten adrenokortikalen Mitochondrien der
Kontrolltiere und der immunisierten Tiere in lediglich je fiunf Gruppen gepoolt und
dann die COX- Aktivitdt gemessen. Deshalb ist es mdglich, dass sich auf Grund der
kleinen Probenzahl kein deutliches Bild ergibt. Grundsatzlich ist die Bestimmung der
COX- Aktivitat schwierig, da dieses Enzym durch sein Produkt (das oxidierte
Cytochrom c¢) schnell inhibiert wird (145). Zudem stellt die aulere
Mitochondrienmembran eine Barriere fur das Cytochrom c dar (84).

Neben der Messung des Sauerstoffverbrauchs und der COX- Aktivitat gibt es weitere
Methoden die mitochondriale Aktivitat zu messen, die moglicherweise besser
geeignet sein konnten. Manche Autoren messen zur Bestimmung der
mitochondrialen Aktivitat beispielsweise den ATP- Gehalt in bestimmten Geweben
(146, 185), die Aktivitdt anderer Komplexe der mitochondrialen Atmungskette (141,

185) oder das mitochondriale Membranpotenzial (5, 70).
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6 Zusammenfassung

Sowohl bei der RA als auch bei der experimentellen Arthritis liegen in Relation zur
bestehenden Entziindung inadaquat niedrige Glukokortikoidspiegel im Plasma vor.
Die Grunde hierfur sind jedoch weitgehend unbekannt. Da die Zona fasciculata der
Nebenniere der Ort der Glukokortikoidproduktion ist und es in der Literatur Hinweise
auf eine relative adrenale Insuffizienz bei Arthritis gibt, wurden in der vorliegenden
Arbeit elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zona fasciculata von Nebennieren
gesunder und arthritischer Ratten vergleichend untersucht, wobei ein besonderes
Augenmerk auf die adrenokortikalen Lipidtropfen und Mitochondrien gelegt wurde.
Bei den immunisierten Tieren fand sich im Gegensatz zu den Kontrolltieren ein
verminderter Lipidabbau in der Nebennierenrinde. Zudem konnten bei den
immunisierten Tieren vermehrt Mitochondrien gefunden werden, welche den
Mitochondrien von untergegangenen Zellen morphologisch stark &hneln. Diese
Veranderungen der mitochondrialen  Morphologie erinnerten ferner an
Veranderungen, die durch Hemmstoffe der Steroidogeneseenzyme hervorgerufen
werden kdnnen. Somit wurde diese Mitochondrien als nicht- intakt bezeichnet und
die These formuliert, dass mitochondriale Veranderungen zur Arthritis beitragen
kénnen.

Zudem konnte eine negative Korrelation zwischen den nicht- intakten Mitochondrien
und dem Lipidabbau nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde versucht, die mitochondriale Aktivitat von Nebennierenzellen
gesunder und immunisierter Ratten zu vergleichen. Aus Zeitgrinden konnte dieser
Versuch nur fur den ersten Tag nach der Immunisierung durchgefuhrt werden. Hier
fand sich kein eindeutiges Ergebnis. Mdglicherweise lassen sich Zusammenhéange
zwischen Arthritis und mitochondrialer Aktivitat herstellen, wenn zusatzlich weitere
Tage nach der Immunisierung untersucht werden, da sich die morphologischen
mitochondrialen Veranderungen am ausgepragtesten auch erst an Tag 55 nach der

Arthritisinduktion zeigten.
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