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1.  Einleitung

Neben der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse wirkt das sympathische
Nervensystem (SNS) verschiedenartig auf das Immunsystem, dessen Adrenozeptoren (AR)-
tragende Zellen, inflammatorische Mediatoren, primére und sekundare lymphatische Organe
und damit auch auf die rheumatoide Arthritis (RA) ein (1,2). Je nach Art und Zeitpunkt der
Immunantwort, beteiligten Zell- und AR-Typen und untersuchtem Krankheitsmodell zeigen
sich hierbei unterschiedliche, teils gegensatzliche Befunde zur Wirkungsweise des SNS (2,3).
Die durch das SNS sezernierten Katecholamine (KAT) — insbesondere Noradrenalin (NA) -
wirken je nach Konzentration und gebundenem AR-Typ pro- oder antiinflammatorisch (2,4).
Hinzu kommt, dass diese KAT auch durch periphere Zellen wie Leukozyten oder sich differen-
zierende Tyrosinhydroxylase-positive (TH+) Zellen (3) ausgeschittet werden kénnen, wodurch
die Aktivitat des zelluldren Umfelds auto- und parakrin beeinflusst wird (5). Voraussetzung zur
Katecholaminbiosynthese ist dabei u.a. die Enzymausstattung mit TH, welche den geschwin-
digkeitslimitierenden Schritt der Synthese — Hydroxylierung von L-Tyrosin zu L-DOPA — kata-
lysiert.

In der asymptomatischen Frihphase der RA werden durch sympathische Nervenfasern proin-
flammatorische Vorgange wie Vasodilatation, Erhéhung der GeféaBpermeabilitadt, Chemotaxis
von Leukozyten, Leukodiapedese und Verschiebung des Zytokinprofils in drainierenden
Lymphknoten stimuliert (6). Des Weiteren zeigten sich eine verstarkte Th1- und Th17-Lym-
phozyten-Immunantwort in der frihen adjuvanten Arthritis (7) sowie erhéhte CD4+- und
CD25+-Zellaktivitat in der Kollagen-induzierten Arthritis (8) als frihe sympathisch vermittelte
proinflammatorische Einflisse. Aufgrund der hdheren Affinitat von a-AR zu KAT bindet NA
bereits in geringen Konzentrationen von 107 bis 10°° M bevorzugt an jene a-AR und wirkt so
proinflammatorisch (2).

Im weiteren Verlauf der RA und deren Ubergang in ein symptomatisches chronisch-inflamma-
torisches Stadium erfolgt Gber den lokalen selektiven Untergang sympathischer Nervenfasern
in entziindeter Synovia eine Entkopplung des zentralen SNS von der Inflammation und damit
eine Entstehung von Zonen ,tolerierter Inflammation” (9). Mdglicherweise zur Kompensation
des resultierenden lokalen Mangels an KAT wurde eine Ansammlung TH+ Zellen im Synovi-
algewebe von Osteoarthritis (OA)- und RA-Patienten sowie bei Mausen mit Kollagen Il-indu-
zierter Arthritis beobachtet (3,10,11). Innerhalb der Population dieser TH+ Zellen in RA- und
OA-Synovialgewebe wurden verschiedene Zelltypen wie B-Lymphozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen und Fibroblasten identifiziert (10). In einer Zellkultur dieser gemischten Sy-
novialzellen aus RA-Patienten lag der Anteil der TH+ Zellen in einer friiheren Studie bei ca.
10-20 % (10). Es besteht jedoch ebenfalls die Méglichkeit, dass sich aus in Synovialflissigkeit

und -membran vorhandenen mesenchymalen Stammzellen (12,13) katecholaminerge TH+
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Zellen differenzieren. Hierflr spricht die Tatsache, dass im chronisch-entziindlichen Gelenk-
milieu das Neurotrophin brain-derived neurotrophic factor (BDNF) nachgewiesen wurde, wel-
ches die Differenzierung zum neuronalen katecholaminergen Phanotyp antreibt (14,15). Auch
in vitro wurden bereits aus synovialen adipésen mesenchymalen Stammzellen (sASC) Sym-
pathikusneuronen-ahnliche TH+ Zellen (iTH+ Zellen) differenziert (11,16-18).

In der symptomatischen Spéatphase der RA kann das von TH+ Zellen sezernierte NA in héhe-
ren Konzentrationen um 10° M (ber B-AR und zytosolische cAMP-Erh6hung entziindungs-
hemmende Wirkung vermitteln (2,4). Der antiinflammatorische Charakter neu entstehender
TH+ Zellen in OA- und RA-Patienten konnte in vivo durch Transfer von generierten TH+ Zellen
in Kollagen ll-induzierte Arthritis im Mausmodell demonstriert werden (11). Hypothetisch ist
durch diese dichotome, durch a- und B-AR auf Immunzellen gesteuerte Modulation der Im-
munantwort eine Isolierung von Zonen tolerierter Inflammation (Untergang sympathischer Ner-
venfasern) bei gleichzeitiger értlicher Begrenzung der Entziindungsaktivitat (TH+ Zellen) még-
lich (2,4). Ungeklart ist bislang, inwiefern das entziindliche Gelenkmilieu eines RA-Patienten
die neu entstehenden TH+ Zellen in ihrer antiinflammatorischen Wirkung beeintrachtigt.

FUr den in RA und vielen weiteren chronisch-inflammatorischen Erkrankungen grundlegenden
Entzindungsmediator Tumornekrosefaktor (TNF) ist eine Beteiligung an verschiedenen neu-
rodegenerativen Erkrankungen bekannt. So zeigte sich nach Deletion des Gens fir den TNF-
Rezeptor Typ1 im transgenen Mausmodell eine reduzierte Amyloid-B-Bildung und verringerte
Amyloid-B-Plaque-Formation, was auf eine Schllsselrolle des TNF-Rezeptors Typ1 fir die
Neurodegeneration bei Alzheimer-Demenz hindeutet (19). Patienten mit einer Depression in
der Vorgeschichte zeigen héhere Plasmakonzentrationen des léslichen p55- sowie p75-TNF-
Rezeptors, bei Vorliegen einer akuten depressiven Episode des Weiteren erhdhte TNF-Plas-
makonzentrationen (20).

Eine besondere Relevanz fir das vorliegende Krankheitsmodell der RA hat das idiopathische
Parkinson-Syndrom (IPS), da es hierbei durch chronische neuroinflammatorische Vorgéange
zum Untergang dopaminerger, TH+ Neurone in der Substantia Nigra und im Locus coeruleus
kommt. Hierbei fuhrt die Neutralisation von l6slichem TNF mittels einer dominant-negativen
Mutation zu einer deutlichen Reduktion der durch 6-Hydroxydopamin und Lipopolysaccharid
induzierten TNF-abhangigen striatonigralen Degeneration dopaminerger Neurone in einem
Rattenmodell des IPS (21). In einem Tiermodell des IPS zeichneten sich transgene Mause,
welche zentral TNF-a Gberexprimierten durch eine verminderte TH-Immunfluoreszenzfarbung
im Striatum und dorsomedialen Hypothalamus aus (22). Weiterhin konnte in einem Rattenmo-
dell des IPS ein zeitabhangiger Wirkeffekt des TNF bei striataler Schadigung gefunden wer-
den: In den frihen Phasen dopaminerger Lasionen wirkte TNF neuroprotektiv, bei spaterer
und anhaltender Sekretion dagegen toxisch auf katecholaminerge Neurone (23). Diese ver-

schiedenartigen Effekte von TNF auf TH+ Neurone wurden ebenfalls in vitro bestétigt (24-27).



Entsprechend stellte sich fur die vorliegende Studie die Frage, inwiefern TNF-Hemmung die
TH-Aktivitat und KAT-Produktion der neu entstehenden TH+ Zellen im rheumatoid veranderten
Synovium beeinflusst. Wenn TNF die TH-Expression und -Aktivitdt hemmt, wéare das aufgrund
der antiinflammatorischen Wirkung von Noradrenalin in hohen Konzentrationen via 3-AR ein
klinisch relevantes proinflammatorisches Signal in RA.

Die Hemmung der TNF-Wirkung vor allem mittels rekombinanter TNF-Rezeptorproteine ist
eine bereits langer etablierte Therapieoption fir Patienten mit chronisch-inflammatorischen
Erkrankungen wie RA, ankylosierende Spondylitis, Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa sowie
Psoriasis (28,29). Zu den zahlreichen in den letzten 10 Jahren entwickelten TNF-Blockern
zahlt auch Etanercept, welches ein gentechnisch hergestelltes Fusionsprotein aus zwei iden-
tischen TNF-Rezeptor Typ2 Extrazellulardomanen sowie dem Fc-Fragment eines menschli-
chen IgG1-Antikérpers darstellt und neben Lymphotoxin a auch TNF-Homotrimere zweizahnig
im Verhaltnis 1:1 bindet (30,31).

Ein dem Etanercept verwandter TNF-Blocker mit der Fahigkeit zur Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke zeigte in einem 6-Hydroxydopamin-induzierten IPS-Modell in Mausen neuroprotek-
tive Eigenschaften mit Steigerung der striatalen TH-Aktivitat (32). Da TNF ein entscheidender
proinflammatorischer Stimulus ab der Frihphase der RA ist, bewirken TNF-Blocker in der Kol-
lagen-ll-induzierten Arthritis bei Gabe vor klinischem Erkrankungsbeginn eine reduzierte Ge-
lenkschwellung und einen histologisch milderen Krankheitsverlauf sowie bei Gabe nach Symp-
tombeginn geringere Arthritis-Scores (33-35).

Auch bei der Behandlung der RA des Menschen verringert Etanercept die Krankheitsaktivitat,
verbessert die Gelenkbeweglichkeit und reduziert die Mortalitét (36). Da TNF in vivo unidirek-
tional IL-1 (insbesondere IL-1B) sowie IL-6/8 induziert und IL-1 wiederum die Sekretion von IL-
6 sowie IL-8 steigert, ist die klinische Wirksamkeit von TNF-Hemmern durch mehr als eine
isolierte TNF-Neutralisation zu erklaren (37,38). Eine Betrachtung des Effekts von Etanercept
und wirk&hnlichen Substanzen auf antiinflammatorische, TH+, KAT-produzierende Zellen in
der RA ist bisher jedoch noch nicht erfolgt.

Eine weitere Variable fur den Einfluss katecholaminerger Zellen in der RA ist der lokale Sau-
erstoff-Partialdruck, da die TH bei Hypoxie vermehrt exprimiert wird (11). Der GrofB3teil der bis-
her zu TNF-Inhibitoren und TH-Aktivitat durchgefihrten Studien war dabei auf normoxische
Bedingungen beschréankt. In lediglich einer Studie zur Interaktion zwischen Signalwegen der
Inflammation und der Hypoxie konnte eine Suppression Hypoxie-induzierter-Faktor 1-abhén-
giger Gene wie Tyrosinhydroxylase durch TNF in PC12-Zellen aus Ratten festgestellt werden
(39). Angesichts dieser Interaktionen und der Tatsache, dass das inflammatorische synoviale
Milieu bei RA von Hypoxie begleitet ist (39,40), ergab sich fiir die vorliegende Studie die Not-
wendigkeit, hypoxische Zellkulturbedingungen (1 % Oz, 5 % CO3, 37 °C) einzusetzen.



2. Hypothese und Zielsetzung der Studie

In Zusammenschau der oben genannten Punkte stellten wir die Hypothese auf, dass TNF
ebenfalls die Funktion neu auftretender katecholaminerger TH+ Zellen in der chronisch-ent-
zindlich veréanderten Synovialmembran und -flissigkeit von RA-Patienten hemmt. Die klini-
sche Wirksamkeit von TNF-Blockern wie Etanercept kénnte so durch einen weiteren Wirkme-
chanismus, namlich Normalisierung der TH-Expression sowie -Aktivitdt und dadurch gestei-
gerte Noradrenalinsynthese mit vermehrter Aktivierung von 3-AR erklart werden. Ferner kénn-
ten - bei Nachweis einer erfolgreichen katecholaminergen Differenzierung von sASC — die ge-
wonnenen iTH+ Zellen unter Kenntnis wirkungslimitierender Faktoren zur lokalen antiinflamm-
atorischen Zelltherapie bei RA eingesetzt werden.

Das Ziel der Studie bestand darin, mittels aus sASC differenzierter iTH+ Zellen und gemischter
Synoviozyten TH-inhibitorische Effekte von TNF und die Reversibilitat dieser TNF-Wirkung
durch Etanercept zu untersuchen.



3. Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

Bei Patienten mit OA und RA wurde wahrend einer Kniegelenkersatz-Operation Synovialge-
webe und -flussigkeit entnommen (Patientendaten siehe Tab. 1). Die Diagnosestellung der RA
erfolgte nach den Uberarbeiteten Kriterien des American College of Rheumatology (41). Teil-
nehmende Patienten wurden Uber den Zweck der Studie aufgeklart und gaben eine schriftliche
Einverstandniserklarung ab. Das Projekt erhielt die Zustimmung der Ethikkommission der Uni-
versitat Regensburg (Antragsnummer 13-101-0135).

Tabelle 1 Klinische Parameter der Studienpatienten. Die Daten sind als arithmetischer Mittel-
wert £ SEM angegeben. Prozentwerte sind in runden Klammern, die Spannweite

der Werte in eckigen Klammern dargestellt.

Osteoarthritis Rheumatoide Arthritis
Patientenzahl 24 16
Alter in Jahren 70,5 + 9,1 [44-81] 65,1 + 8.8 [51-82]
Frauen / Manner, n (%) 15/9 (62,5/37,5) 10/6 (62,5/37,5)
C-reaktives Protein in mg/I 1,8+1,8 5,9 + 6,1
Medikation
Tagliche Prednisolondosis
, 0 (0) 6,05+4,8
in mg
Patienten mit Prednisolon,
n.a. 11 (68,8)
n (o/o)
Methotrexat, n (%) n.a. 6 (37,5)
Leflunomid, n (%) n.a. 2(12,5)
Sulfasalazin, n (%) n.a. 0 (0)
Hydroxychloroquin, n (%) n.a. 0 (0)
Nichtsteroidale Antirheu-
_ 24 (100) 16 (100)
matika, n (%)
Opioidanalgetika, n (%) 2 (8.3) 4 (25)
Biologika, n (%) n.a. 1(6,1)

Abklrzung: n.a., nicht anwendbar.



3.2 Isolation und Klassifizierung von adipésen mesenchymalen

Stammzellen aus Synovialgewebe

Wahrend einer Kniegelenkersatz-Operation wurde menschliches synoviales Fettgewebe von
Patienten mit OA und RA entnommen. In Anlehnung an Estes et al. (42) sowie Skalska et al.
(43) wurden adipése mesenchymale Stammzellen aus Synovialgewebe (sASC) isoliert. Die
isolierten sASCs wurden anschlieBend in sASC-Expansionsmedium (Tab. 2) bei Normoxie (21
% 02, 5 % CO», 37 °C) inkubiert.

Tabelle 2 Zusammensetzung des sASC-Expansionsmediums.

Volumenanteil/Konzentra-
Komponente Bezugsquelle L .
tion im Medium

Thermo Fisher Scientific,

DMEM/ F12 100 % 89 %
USA
MSC fetal bovine serum Thermo Fisher Scientific, 10 %
100 % USA °
Human epidermal growth fac-
PeproTech, England 5ng/ ml
tor 50 pg/ml
Basic human fibroblast
PeproTech, England 1 ng/ mi
growth factor 10ug/ml
Transforming growth factor
R&D Systems, USA 0,25 ng/ml
1 10 pg/ml
100 IE/ml Penicillin,
Penicillin/ Streptomycin/ Am- Thermo Fisher Scientific, .
o 100 pg/ml Streptomycin
photericin B 100x USA

250 ng/ml Amphotericin B

Abkirzungen: DMEM/ F12, Dulbecco’'s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
MSC, mesenchymal stem cells

Die isolierten Zellen wurden nach den von Dominici et al. postulierten Minimalkriterien fur die
Identifizierung multipotenter mesenchymaler Stromazellen beurteilt. Zu den geforderten Cha-
rakteristika zéhlen neben der Adh&renz an Plastikoberflachen in ZellkulturgefaBen und maogli-
cher in vitro Differenzierung zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten auch ein spe-
zielles Profil von Oberflichenmarkern (CD, cluster of differentiation) (44). Wie vorgeschrieben
waren bei den RA und OA sASCs CD105, CD90 und CD73 vorhanden; CD45, CD34, CD11b,
CD19 und HLA-DR dagegen negativ. Zur Beurteilung mittels fluorescence-activated cell sort-

ing (FACS) wurden die kultivierten sASCs mittels Accutase abgeldst, mit 5 ml kaltem
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phosphate buffered saline (PBS) gewaschen, 8 min bei 1500 U/min abzentrifugiert und an-
schlieBend pro Gruppe 108 Zellen (in 100 pl PBS) in ein FACS-geeignetes Polystyrolrohrchen
gegeben. SchlieBlich erfolgte die Inkubation mit den in Tabelle 3 aufgeflihrten Antikérpern.

Tabelle 3 Zur sASC-Klassifikation mittels FACS verwendete Antikérper. Angegeben sind die
Katalognummer und die Klonnummer der zur Herstellung verwendeten monoklo-
nalen Zelllinie der Bezugsquelle Affymetrix/ e-bioscience, USA sowie das konju-
gierte Fluorochrom, die Antikérper-Konzentration in der gemessenen Lésung und
der entsprechende Isotyp-Kontrollantikérper.

Antikérper Katalognummer  Fluorochrom Konzentration Isotyp
CD11b 11-0118-41 FITC 0,5 pg/100 ul Mouse IgG1k
Klon: ICRF44 FITC
CD19 12-0199-41 PE 0,25 ug/100 pI Mouse IgG1k PE
Klon: HIB19
CD34 12-0349-41 PE 0,5 ug/ 100 ul Mouse IgG1k PE
Klon: 4H11
CD45 11-0459-41 FITC 0,25 ug/100 pl Mouse IgG1k
Klon: HI30 FITC
CD73 11-0739-41 FITC 0,25 pg/100 pl Mouse 1gG1k
Klon: AD2 FITC
CD90 12-0909-41 PE 0,25 pg/100 pI Mouse IgG1k PE
Klon: eBioSE10
CD105 12-1057-41 PE 1 pug/100 pl Mouse IgG1k PE
Klon: SN6
HLA-DR 11-9952-41 FITC 0,06 pg/100 pl Mouse 1gG1k
Klon: L243 FITC
Mouse IgG1k 11-4714-41 FITC 1 ug/100 pl n.a.
Klon: P3.6.2.8.1
Mouse IgG1k 12-4714-41 PE 0,5 pg/100 pl n.a.
Klon: P3.6.2.8.1
Mouse IgG2a k 11-4724-41 FITC 1 ug/100 pl n.a.
Klon: eBM2a

Abklrzungen: n.a., nicht anwendbar
CD, cluster of differentiation
FITC, Fluoresceinisothiocyanat

PE, Phycoerythrin
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Auf die Antikdrper-Inkubation (30 Minuten auf Eis bei Dunkelheit) folgte zweimaliges Waschen
mit jeweils 1 ml kaltem 1 x PBS und die Aufnahme in 300 pl 1 x PBS zur Bestimmung am
Durchflusszytometer. Zur Auswertung siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1 Nachweis spezifischer Oberflachenantigene der aus OA- und RA-

Patienten isolierten sASCs. Exemplarisch sind die FACS-Daten einer OA- und
einer RA-Stichprobe dargestellt. Die rote Kurve gibt die kumulative Zellzahl der
fir den angegebenen Zieloberflachenmarker positiven Zellen an. Die grine
Kurve zeigt die ungeféarbte Negativkontrolle, die blaue Kurve den Antikérper-
Isotyp. Entsprechend Dominici et al. waren CD73, CD90 und CD105 positiv, die
Oberflachenmarker HLA-DR, CD11b, CD19, CD34 und CD45 waren negativ
(44). In der ersten Abbildung links oben fir OA und RA jeweils der aufgrund
definierter Charakteristika in die FACS-Vermessung eingeschlossene prozen-
tuale Zellanteil aller eingegebenen Zellen.

Die derartig charakterisierten sSASCs wurden zum Zeitpunkt der dritten bis vierten Passage fir
die Herstellung der iTH+ Zellen eingesetzt (siehe Punkt 3.3).
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3.3 Herstellung induzierter Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen

Zur Differenzierung der iTH+ Zellen wurden nach Isolation, Expansion und Charakterisierung
(siehe Punkt 3.2) jeweils 20.000 sASC-Zellen/cm? in Poly-D-Lysin-beschichteten T75-Zellkul-
turflaschen und Kammerobjekttragern wie von Trzaska et al. vorbeschrieben ausgesat (16).
An Tag 1 wurde die katecholaminerge Differenzierung zu iTH+ Zellen mit einem spezifischen
neurogenen Medium basierend auf (16) begonnen (Tab. 4):

Tabelle 4 Zusammensetzung des neurogenen Mediums: Zuséatze zu Neurobasal® Medium
(1x) [-] L-Glutamine [-] Phenol Red von Thermo Fisher Scientific, USA.

Komponente Bezugsquelle Konzentration im Medium

B27® Supplement XenoFree Thermo Fisher Scientific, 1:500-Verdlnnung des 50x
CTS™ USA Stock
Human sonic hedgehog PeproTech GmbH, Hamburg,

250 ng/ml
50 pg/ml Germany
Human fibroblast growth
PeproTech GmbH, Hamburg,
factor 8 100 ng/ml
Germany
25 pg/ml
Basic human fibroblast PeproTech GmbH, Hamburg,
50 ng/ml

growth factor 25 pug/ml Germany
Brain-derived
_ PeproTech GmbH, Hamburg,
neurotrophic factor 50 ng/ml

Germany
100 pg/ml (ab Tag 9)

Brain-derived neurotrophic factor wurde ab Tag 9 zugegeben, um eine funktionelle Reifung
der neuronenartigen Zellen bis hin zur Dopaminfreisetzung durch Zelldepolarisation zu errei-
chen (18). Die isolierten sASCs jedes Patienten wurden als individuelle Zelllinie behandelt
(Abbildung 2 modifizert nach (16)).

passagierte sASC Shh bFGF FGF8 BONE

‘\-‘.ZCI.EIIIZJIZII-Z-E|I|L3n.-‘|:m2 \ l / l

- = ]
—
—_— & 1

mit Poly-D-Lysin beschichtetes Inkubation Ober 9 Inkubation Gber weiters
Zellkulturgefald Tage,37°C, 1% 3Tagebei37°C, 1%
02 02

Abbildung 2 Versuchsablauf der zwdlftagigen katecholaminergen Differenzierung
12


https://de.wikipedia.org/wiki/Thermo_Fisher_Scientific
https://de.wikipedia.org/wiki/Thermo_Fisher_Scientific

Wahrend der katecholaminergen Differenzierung Uber 12 Tage wurden die sASCs mit
1 ng/ml sowie 10 ng/ml TNF entsprechend einer unterschiedlich starken Auspragung der In-
flammation inkubiert. Zum Nachweis eines TNF-spezifischen Effekts der Synovialflissigkeit
(SF) auf die iTH-Zelldifferenzierung wurden OA und RA sACSs ausserdem mit der dem jewei-
ligen Patienten entnommenen SF (1 ml SF/10 ml Zellkulturmedium) versetzt. Um TNF-vermit-
telte Effekte auszuschalten, wurde der kompetitive TNF-Blocker Etanercept in niedriger und
hoher Konzentration (1 pg/ml und 10 pg/ml) zugesetzt. Die katecholaminerge Differenzierung
wurde unter Hypoxie (1 % Oz, 5 % CO., 37 °C) durchgefihrt, da im entziindeten Synovialge-
webe in RA ein stark hypoxisches Milieu vorbeschrieben ist (40). An Tag 12 wurden die iTH+
Zellen zunachst mittels Phasenkontrastmikroskopie, anschlieBend durch Immunfluoreszenz-
farbung auf neuronale Differenzierungsmarker wie TH, B-Ill-Tubulin (neuronales Zytoskelett-
Protein), VMAT-2 (vesikularer Monoamintransporter 2) und Nurr1 (Nuclear receptor related 1
protein) untersucht (11,16—18).

Ebenfalls an Tag 12 wurden iTH-Zellkulturiberstande zur Bestimmung der KAT-Konzentration
mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) abgenommen, mit 20 ul 0,1 M
Perchlorsdure angesauert und bis zur Vermessung bei — 80 °C eingefroren (siehe Punkt 2.6).

3.4 Zellkultur gemischter Synovialzellen

Zur Isolation gemischter Synovialzellen wurde wahrend Kniegelenkersatz-Operationen von
RA- und OA-Patienten Synovialgewebe mit einer maximalen Exzisionsgréf3e von bis zu 9 cm?
entnommen und wie von Miller et al. vorbeschrieben behandelt (45). Die synovialen Gewebs-
proben wurden zerkleinert und mit Dispase | (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland)
Uber einen Zeitraum von mindestens 1 h bei 37 °C auf einem Plattformschuttler verdaut. An-
schlieBend wurde die Zellsuspension filtriert (PorengréBe 70 um) und bei 300 x g Uber 10
Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde Uber 5 Minuten mit Erythrozyten-Lysepuffer (Qi-
agen, Deutschland) behandelt und anschlieBend erneut bei 300 x g 10 Minuten zentrifugiert.
Das entstehende Pellet wurde in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mit
10 % fetal calf serum (FCS) resuspendiert. Fiir die folgende Inkubation wurden 50.000 ge-
mischte Synovialzellen /ml RPMI 1640-Medium (letzteres mit 10 % FCS versetzt) in T75-Zell-
kulturflaschen (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) ausgesat. Die isolierten Zellen wurden als
individuelle Zelllinien behandelt, es fand kein Zellpooling statt. Die gemischten Synovialzellen,
welche Fibroblasten, Makrophagen, Lymphozyten und dendritische Zellen enhalten (10) wur-
den unter hypoxischen Bedingungen (1 % Oz, 5 % CO., 37 °C) inkubiert. Die Inkubation er-
folgte Uber 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen von TNF
und Etanercept analog zu Punkt 3.3. Die Probenpraparation an Tag 2 zur Vermessung der
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KAT-Konzentration sowie LDH-AKktivitat in Zellkulturiiberstdnden erfolgte wie fur die iTH+-Zell-
kultur beschrieben.

3.5 Immunfluoreszenz

iTH+ Zellen in Kammerobjekttragern (Punkt 3.3) wurden an Tag 12 mit 3,7 % Paraformaldehyd
fixiert, getrocknet und bei — 20 °C bis zur Mikroskopie eingefroren. Fir die Immunfluoreszenz-
Analyse wurden die Zellen Uber 10 Minuten in 1 x PBS mit 0,3 % Triton rehydriert und
permeabilisiert. Nach Behandlung mit Blocking-Puffer (10 % bovines Serumalbumin, 10 %
FCS, 10 % chicken serum, 10 % goat serum) wurden die iTH+ Zellen Gber mindestens 3 Stun-
den mit 100 pl Primarantikdrper-Verdinnung gegen TH, B-ll-Tubulin, VMAT-2, Nurr1 sowie
mit entsprechenden Isotyp-Kontrollantikérpern bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurde nach drei-
maligem Waschen mit 1 x PBS 100 pl Sekundarantikérper-Verdinnung in 1 x PBS (mit 10 %
bovinem Serumalbumin) zugegeben und die Zellen im Dunkeln 90 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert (Tab. 5).
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Tabelle 5 Fir die Immunfluoreszenz-Farbung der iTH+ Zellen verwendete Primar-, zugehé-

rige Sekundar- sowie Isotypen-Antikérper (AK). Angegeben ist ferner die jeweilige

Bezugsquelle, Katalognummer und Verdiinnung der gelieferten AK-Stammldsung.

Bezugs- Sekundar-AK Bezugs- Isotyp Bezugs-
quelle, quelle, quelle,
Katalognum- Katalognum- Katalognum-
Priméar-AK
mer, AK-Ver- mer, mer,
diinnung AK-Verdiin- AK-Verdiin-
nung nung
Millipore Alexa Fluor Invitrogen Rabbit R&D (USA),
_ (Darmstadt, 594 F(ab')2 (USA), polyclonal IgG  AB-105-C
Rabbit Anti-
THAK Deutschland), fragment of A11072, 1:20.000
AB152, goat anti-rab- 1:500
1:100 bit IgG (H+L)
Abcam (Eng-  Alexa Fluor Invitrogen Rabbit R&D (USA),
_ land), 488 F(ab')2 (USA), polyclonal IgG  AB-105-C
Rabbit Anti-
ab81855, fragment of A11070, 1:20.000
VMAT-2-AK
1:100 goat anti-rab- 1:500
bit IgG (H+L)
R&D (USA), Alexa Fluor Invitrogen Mouse R&D (USA),
PP-N1404-00, 594 F(ab')2 (USA), monoclonal MABOQO03,
Mouse Anti-
1:100 fragment of A11020, IgG2A 1:50
Nurri-AK
goat anti-rab- 1:500
bit IgG (H+L)
Abcam (Eng-  Alexa Fluor Invitrogen Rabbit R&D (USA),
_ _ land), 488 F(ab')2 (USA), polyclonal IgG  AB-105-C
Rabbit Anti-f3-
ab18207, fragment of A11070, 1:20.000
[1I-Tubulin-AK
1:300 goat anti-rab- 1:500

bit IgG (H+L)

Abklrzungen: AK, Antikorper

TH, Tyrosinhydroxylase

VMAT-2, vesikularer Monoamintransporter 2

Nurr1, Nuclear receptor related-1-protein



AbschlieBend wurden die Zellkerne mit 100 pl 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in 1 x PBS
gegengefarbt und die geféarbten Zellen an einem Axiovision Fluoreszenz-Mikroskop (Axiovision
Software Version 4.8) fotografiert.

3.6 Quantifizierung von Noradrenalin mittels Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie

NA-Konzentrationen im Zellkulturmedium von iTH+ Zellen und gemischten Synovialzellen wur-
den durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit elektrochemischer Detektion nach
einem von Kees et al. etablierten Protokoll bestimmt (46). Von den Zellkulturiberstédnden (ge-
lagert bei — 80 °C) wurden jeweils 1,4 — 1,8 ml eingesetzt und mittels Probenvorbereitungs-
saulchen (RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, Miinchen, Deutschland) aufgereinigt. Zu
jeder Probe wurden dabei 25 ul 590 M Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N, N, N’, N'-tetraes-
sigsaure/ Glutathion zur Stabilisierung der KAT und 50 pl interner Standard (3,4-Dihydroxy-
benzylamin, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH) mit definierter Retentionszeit gegeben.
Nach dreimaligem Waschen wurden die KAT mit 120 ul Elutionsreagenz (wie Waschlésung
von RECIPE Chemicals + Instruments GmbH) von den Probenaufbereitungssaulchen eluiert.
AnschlieBend wurden je nach vorgefundenen Konzentrationen 1 bis 50 pl der eluierten Proben
injiziert und mittels HPLC vermessen. Zur Berechnung der KAT-Konzentration wurden die
Chromatogramm-Kurvengipfel nach Gipfel-Hbéhe integriert.

3.7 LDH-Assay zur Evaluation der Zellviabilitat

Zur Evaluation TNF-vermittelter zytotoxischer Effekte und des Anteils lebender Zellen in den
Zellkulturen nach den durchgefiihrten Stimulationsversuchen aus Punkt 3.3 und 3.4 wurde die
Laktatdehydrogenase (LDH) -Aktivitat bestimmt. Fir das LDH-Assay mittels LDH Cytotoxicity
Detection Kit (Takara Bio Company, Kusatsu, Japan) wurden Zellkulturiiberstande von iTH+
Zellen (Tag 12) sowie von gemischten Synovialzellen (Tag 2) entnommen und entsprechend
Herstellerprotokoll bearbeitet.
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3.8 Datenauswertung und Statistik

Die Anzahl der untersuchten Stichproben ist im Ergebnisteil jeweils in der Abbildungslegende
aufgefthrt. Der Zustand der priméren Zellkulturen unterliegt natirrlichen Schwankungen, wel-
che durch klinischen Zustand, Alter und Medikation der Patienten bedingt sind. Dementspre-
chend werden die erhobenen Daten als Boxplot mit Median und 10., 25., 75. und 90. Perzentile
angegeben, wobei die einzelnen Messwerte prozentual auf die jeweilige unbehandelte Kon-
trollgruppe bezogen dargestellt werden. Der statistische Vergleich zweier experimenteller
Gruppen erfolgte mittels des Mann-Whitney-U-Tests. Zum Vergleich der Lageparameter zwi-
schen mehr als zwei Gruppen wurde fir normalverteilte Daten eine Anova-Varianzanalyse, bei
Nicht-Normalverteilung die Kruskal-Wallis Varianzanalyse (ANOVA an Rangen) angewendet.
Post-hoc-Tests wurden nach der Bonferroni-Methode durchgeftihrt. P-Werte kleiner 0,05 wur-
den als signifikant betrachtet.

Die Datenauswertung erfolgte mittels SigmaPlot V.11 (Systat Software, Erkrath, Deutschland).
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4. Ergebnisse

4.1 Effekt von TNF auf die Zellmorphologie katecholaminerg

differenzierter Zellen

Die morphologische Untersuchung der katecholaminerg differenzierten iTH+ Zellen mittels
Phasenkontrastmikroskopie an Tag 12 zeigte, dass iTH+ Zellen eine Neuronen-ahnliche Zell-
gestalt mit aussprossenden Zellfortsatzen entwickelten. Im direkten Vergleich zu den Fib-
roblasten-artigen sASC bildeten iTH+ Zellen nach zwdlftagiger Differenzierung mehr Zell-Zell-
Kontakte aus (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Phasenkontrastmikroskopie zur Darstellung der Morphologie induzierter
Tyrosinhydroxylase-positiver (iTH+) Zellen (200 x VergréBerung). Erkennbar ist
nach 12 Tagen der katecholaminergen Differenzierung ein Wandel der Fib-
roblasten-artigen Morphologie der synovialen adipdsen mesenchymalen
Stammzellen (sASC) zu einer Neuronen-artigen Morphologie der iTH+ Zellen
(reprasentative Photographie von OA-Patientenzellen).

Bezlglich der iTH+ Zellmorphologie zeigten sich des Weiteren qualitative Unterschiede zwi-
schen OA und RA: Unbehandelte iTH+ Zellen von RA-Patienten bildeten im Vergleich zu OA
iTH+ Zellen langlichere Perikariya und geringere Zellfortsatz-Aussprossung aus, interzellulare
Kontakte waren jedoch noch vorhanden (Abbildung 4A, 4B: unbehandelt). Bei OA iTH+ Zellen
verursachte die TNF-Behandlung (10 ng/ml) dinnere und zahireichere Zellfortsatze (Abbil-
dung 4B: TNF). Dieses Phanomen wurde in RA iTH+ Zellen nicht im gleichem Ausmal beo-
bachtet, méglicherweise durch ein proinflammatorisches priming dieser Zellen im rheumati-

schen Gelenk (Abbildung 4B: TNF). Etanercept in niedriger (1 pg/ml) und hoher (10 pg/ml)
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Konzentration sowie Kombinationen von TNF und Etanercept fiihrten weder bei OA noch bei
RA iTH+ Zellen zu augenscheinlichen Veranderungen der Zellmorphologie (Abbildungen 4A
und 4B: ETA 1, ETA 10, TNF + ETA 1, TNF + ETA 10). Ein zusatzliches Beispiel fur die Mor-
phologie der iTH+ Zellen nach zwdlftdgiger katecholaminerger Differenzierung ist fur jeweils
einen weiteren OA- und RA-Patienten in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 4 A) Phasenkontrastmikroskopische Darstellung von iTH+ Zellen von Osteoarth-
ritis (OA)-Patienten an Tag 12, unbehandelt sowie mit verschiedenen
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Kombinationen von 10 ng/ml Tumornekrosefaktor (TNF) und 1 pug/ml oder 10
pgl/ml Etanercept (ETA 1/10).

B) Phasenkontrastmikroskopische Darstellung von iTH+ Zellen von Patienten
mit rheumatoider Arthritis (RA), unbehandelt sowie mit verschiedenen Kombi-

nationen von 10 ng/ml Tumornekrosefaktor (TNF) und 1 pg/ml oder 10 pgl/mi
Etanercept (ETA 1/10).
A) als auch B) bei 200 x VergréBerung aufgenommen.
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Abbildung 5 A) Phasenkontrastmikroskopische Darstellung von iTH+ Zellen von Osteoarth-
ritis (OA)-Patienten an Tag 12, unbehandelt sowie mit verschiedenen Kombina-
tionen von 10 ng/ml Tumornekrosefaktor (TNF) und 1 pg/ml oder 10 pgl/ml E-
tanercept (ETA 1/10).
B) Phasenkontrastmikroskopische Darstellung von iTH+ Zellen von Patienten
mit rheumatoider Arthritis (RA) an Tag 12, unbehandelt sowie mit verschiede-
nen Kombinationen von 10 ng/ml Tumornekrosefaktor (TNF) und 1 pug/ml oder
10 pgl/ml Etanercept (ETA 1/10).
A) als auch B) bei 200 x VergréBerung aufgenommen.

4.2 Wirkung von Tumornekrosefaktor auf katecholaminerge
Differenzierungsmarker induzierter Tyrosinhydroxylase-positiver-
Zellen

Die unbehandelten Gruppen der iTH+ Zellen aus OA- und RA-Patienten zeigten in der
Immunfluoreszenzfarbung eine ausgepragte Expression katecholaminerger Marker-
proteine wie TH, VMAT-2, Nurr1 sowie B-llI-Tubulin (Abbildung 6, OA/RA unbehandelt).
Nach TNF-Behandlung (10 ng/ml) zeigte sich anhand einer deutlich reduzierten Immunflu-
oreszenz-Markierung eine geringere Expression dieser Proteine (Abbildung 6, OA/RA
TNF). Die alleinige Zugabe des kompetitiven TNF-Inhibitors Etanercept in niedrigen und
hohen Konzentrationen flihrte weder in OA noch in RA iTH+ Zellen zu augenscheinlichen
Effekten auf die Markerexpression (Abbildung 6, OA/RA ETA1, ETA 10). Gleichzeitig war
die TNF-vermittelte Supprimierung von TH, VMAT-2, Nurr1 und B-IlI-Tubulin sowohl| durch
niedrige als auch hohe Etanercept-Konzentrationen sichtbar reversibel (Abbildung 6,
OA/RA TNF + ETA 1, TNF + ETA 10). Reprasentative Kontroll-lmmunfluoreszenz-Bilder
von OA und RA iTH+ Zellen mit einem IgG-Isotyp-Antikdrper sind in Abbildung 7 darge-
stellt. Ein weiteres Beispiel der Antikérperbindung katecholaminerger Differenzierungsmar-
ker jeweils eines OA- und RA-Patienten findet sich in Abbildung 8.
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Abbildung 6 Auswirkung der Tumornekrosefaktor (TNF)-Behandlung auf die Expression
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katecholaminerger Differenzierungsmarker.

Dargestellt ist die Immunfluoreszenzfarbung von Tyrosinhydroxylase (TH), vesi-
kuldrem Monoamintransporter 2 (VMATZ2), nuclear receptor related-1 protein
(Nurr1) sowie B-llI-Tubulin (8Tublll) in iTH+ Zellen von Patienten mit Osteoarth-
ritis (OA) und rheumatoider Arthritis (RA) nach zwdlftagiger katecholaminerger
Differenzierung. Neben einer unbehandelten Gruppe finden sich auch Koinku-
bationen der iTH+ Zellen mit 10 ng/ml TNF (TNF) sowie variierenden Konzent-
rationen von Etanercept (ETA 1/ ETA 10 pg/ml). Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefarbt, 200 x VergréBerung.

22



Abbildung 7 IgG-Isotyp-Kontrollantikérper (rabbit) zur Immunfluoreszenzfarbung von iTH+
Zellen eines Osteoarthritis (OA)-Patienten sowie eines Patienten mit rheumato-
ider Arthritis (RA) an Tag 12. Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt, 200 x
VergréBerung.
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Abbildung 8 Weitere Immunfluoreszenz-Aufnahme zur Auswirkung der Tumornekrosefaktor
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(TNF)-Behandlung auf die Expression katecholaminerger Differenzierungsmar-
ker.

Dargestellt ist die Immunfluoreszenzfarbung von Tyrosinhydroxylase (TH), vesi-
kularem Monoamintransporter 2 (VMAT2), nuclear receptor related-1 protein
(Nurr1) sowie B-1lI-Tubulin (BTublll) in iTH+ Zellen von Patienten mit Osteoarth-
ritis (OA) und rheumatoider Arthritis (RA) nach zwdlftagiger katecholaminerger
Differenzierung. Neben einer unbehandelten Gruppe finden sich auch Koinku-
bationen der iTH+ Zellen mit 10 ng/ml TNF (TNF) sowie variierenden Konzent-
rationen von Etanercept (ETA 1/ ETA 10 pg/ml). Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefarbt, 200 x VergréBerung.
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4.3 Einfluss von TNF auf die Noradrenalinsekretion wahrend der
katecholaminergen Differenzierung

In Uberstanden von unbehandelten iTH+ Zellen war mittels HPLC NA nachweisbar. So betrug
die NA-Konzentration im Zellkulturmedium bei unbehandelten katecholaminerg differenzierten
Zellen von OA-Patienten im Median 1,38 + 2,55 ng/ml, von RA-Patienten 1,30 + 3,00 ng/ml (in
Abbildung 9 Medianwert jeweils als 100 % definiert und als gestrichelte Linie dargestellt). Un-
differenzierte sASCs sowohl von OA- als auch von RA-Patienten synthetisierten sehr geringe
Mengen NA (OA: 27,6 + 69,4 pg/ml; RA: 59,3 £ 127,0 pg/ml) und lagen bei ca. 2 % (OA)
respektive 4,5 % (RA) der sezernierten KAT-Konzentration der unbehandelten iTH+-Kontroll-
zellen (Abbildung 9, sASC). Die TNF-Koinkubation (10 ng/ml bzw. 1 ng/ml) fUhrte zu einer
signifikant reduzierten messbaren NA-Konzentration in den Zellkulturiberstanden von RA und
OA iTH+ Zellen (Abbildung 9, TNF 10, TNF 1). Die alleinige Behandlung mit Etanercept in
hoher (10 pg/ml) und niedriger (1 pg/ml) Dosis beeinflusste weder bei RA noch bei OA iTH+
Zellen die Noradrenalin-Freisetzung (Abbildung 9, ETA 10, ETA 1). Gegenber der alleinig mit
TNF behandelten Gruppe bewirkte eine Kombination mit Etanercept in hoher und niedriger
Dosis sowohl in OA- als auch RA-Zellen eine Normalisierung der TNF-induzierten reduzierten
Sekretion von NA und eine Annaherung an die gemessenen Konzentrationen der unbehan-
delten iTH+-Zellgruppen (Abbildung 9, TNF 10 + ETA 10, TNF 10 + ETA 1).

4.4 Effekt von Synovialflissigkeit auf die Katecholaminfreisetzung
wahrend der Differenzierung Tyrosinhydroxylase-positiver Zellen

Um zu evaluieren ob die beobachteten TNF-spezifischen Effekte auf die iTH+ Zelldifferenzie-
rung im Sinne von reduzierter NA-Sekretion (Punkt 4.3) auch durch SF des inflammatorischen
Gelenkmilieus verursacht werden, wurden OA und RA sASCs wahrend der katecholaminergen
Induktion mit patientenzugehdériger Synovialflissigkeit inkubiert. Dabei resultierten im Ver-
gleich zur unbehandelten iTH+-Kontrollgruppe niedrigere Messwerte flr NA in den Zellkultu-
riberstanden der OA und RA iTH+ Zellen (Abbildung 9, SF). Etanercept in hoher Dosis (10
png/ml) hob diese negativen Effekte teilweise auf: die gemessenen NA-Konzentrationen stiegen
an, ohne dabei jedoch das Niveau der unbehandelten Kontrollgruppe zu erreichen (Abbildung
9, SF + ETA 10).
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Abbildung 9 Effekt von Tumornekrosefaktor (TNF) auf die Noradrenalin (NA)-Freisetzung

aus iTH+ Zellen.

Dargestellt ist die gemessene NA-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von
katecholaminerg differenzierten Zellen von Patienten mit Osteoarthritis (OA)
und rheumatoider Arthritis (RA) an Versuchstag 12. Die iTH+ Zellen wurden mit
verschiedenen Kombinationen von 10 pg/ml oder 1 pg/ml Tumornekrosefaktor
(TNF 10/1), Synovialflussigkeit (SF) sowie 10 pg/ml oder 1 pug/ml Etanercept
(ETA 10/1) behandelt. In beiden Graphen sind die Daten als Boxplot mit der 10.,
25., 50. (Median), 75. und 90. Perzentile dargestellt. Die Messwerte sind pro-
zentual auf die unbehandelte Kontrollgruppe bezogen, letztere wurde entspre-
chend als 100 % der NA-Konzentration definiert (dargestellt als gestrichelte Li-
nie). n = 4 - 11, jeder Punkt reprasentiert eine Patienten-Zelllinie. Signifikante
p-Werte (p < 0,05) beim Vergleich der Messwerte einzelner Gruppen mit denje-
nigen der Kontrolle sind mit ,** markiert. Absolutwerte der NA-Konzentrationen

fur die unbehandelte Kontrollgruppe siehe Punkt 4.3.

4.5 Wirkung von TNF auf die Katecholamin-Freisetzung gemischter

Synovialzellen

In friheren Studien konnte die Anwesenheit KAT-produzierender Zellen in der Zellkultur der

gemischten
von OA-Pati

Synovialzellen nachgewiesen werden (3,10,11). Bei gemischten Synoviozyten

enten inhibierte TNF (10 ng/ml) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe

signifikant die NA-Freisetzung (Abbildung 10 OA, TNF). In Zellkulturiiberstanden der

26



unbehandelten Kontrollgruppe betrug die NA-Konzentration dabei 84,0 £ 187,5 ng/ml (= 5 x
107 M). Bei gemischten Synovialzellen von OA-Patienten beeintrachtigte die alleinige Koinku-
bation mit Etanercept die NA-Sekretion nicht (Abbildung 10 OA, ETA 1, ETA 10), fihrte aber
sowohl in niedriger als auch hoher Dosis (1 pg/ml respektive 10 pg/ml) zu einer Normalisierung
der TNF-vermittelten verminderten NA-Freisetzung (Abbildung 10 OA, TNF + ETA 1, TNF +
ETA 10). Im Gegensatz dazu fihrte bei gemischten Synoviozyten von RA-Patienten die TNF-

und/oder Etanercept-Zugabe im Vergleich zu unbehandelten Kontrolizellen zu keiner Ande-
rung der gemessenen NA-Ausschittung (Abbildung 10 RA, TNF, ETA 1/10, TNF + ETA 1/10).
Die NA-Konzentration betrug bei unbehandelten gemischten Synovialzellen von RA-Patienten
88,8 + 158,2 ng/ml (= 5 x 107 M).
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Abbildung 10 Wirkung von Tumornekrosefaktor (TNF) auf die Katecholamin-Freisetzung aus

gemischten Synovialzellen.

Dargestellt ist die gemessene Noradrenalin (NA)-Konzentration in Zellkultu-
riberstdnden von gemischten Synoviozyten aus Patienten mit Osteoarthritis
(OA) und rheumatoider Arthritis (RA) an Versuchstag 2. Die Synovialzellen wur-
den mit verschiedenen Kombinationen von 10 pg/ml TNF und/oder Etanercept
in hoher (10 pg/ml, ETA 10) sowie niedriger Dosis (1 ug/ml, ETA 1) behandelt.
In beiden Graphen sind die Daten als Boxplot mit der 10., 25., 50. (Median), 75.
und 90. Perzentile dargestellt. Die Messwerte sind prozentual auf die unbehan-
delte Kontrollgruppe bezogen, letztere wurde entsprechend als 100 % der NA-
Konzentration definiert (dargestellt als gestrichelte Linie). n = 6 - 9, jeder Punkt
reprasentiert eine Patienten-Zelllinie. Signifikante p-Werte (p < 0,05) beim Ver-
gleich der Messwerte einzelner Gruppen mit denjenigen der Kontrolle sind mit
. markiert. Absolutwerte der NA-Konzentrationen flr die unbehandelte Kon-

trollgruppe siehe 4.5.

27



4.6 Auswirkung von TNF und Synovialflissigkeit auf die Zell-
viabilitat

Weder in OA noch in RA iTH+ Zellkultur wurde das Zellliberleben durch TNF, Etanercept (in
niedriger und hoher Konzentration) oder die Kombination beider Substanzen beeintrachtigt
(Abbildung 11 A). Auch in der Zellkultur der Synovialzellen von OA- und RA-Patienten zeigte
sich in den durchgeflihrten Laktatdehydrogenase (LDH)-Assays kein Hinweis auf eine Zytoto-
xizitdt von TNF oder Etanercept (11 B). Der Vergleich zytotoxischer Effekte zwischen mit SF
und 10 ng/ml TNF inkubierten iTH+ Zellen aus OA- und RA-Patienten und der unbehandelten
Kontrollgruppe zeigte keine signifikanten Unterschiede der LDH-Aktivitat im Zellkulturiber-
stand (11 C). Dabei lag die gemessene optische Dichte der Positivkontrolle mit toten Zellen in
samtlichen durchgefihrten LDH-Assays bei 1,8 bis 2 Einheiten. Aus diesem Grund sind die
Messwerte fir diese Positivkontrollen lediglich in Abbildung 11 C — prozentual auf die unbe-
handelte Kontrollgruppe bezogen — angegeben (Abbildung 11 C, Tot-Kontrolle). Die Negativ-
kontrolle in Form des reinen Zellkulturmediums zeigte keine LDH-Aktivitat und damit sehr nied-
rige Werte der optischen Dichte (Abbildung 11 C, Medium).
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Abbildung 11 A) Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat induzierter Tyrosinhydroxylase-positi-
ver Zellen (iTH) von Patienten mit Osteoarthritis (OA) und rheumatoider Arthritis
(RA). Die iTH wurden wahrend der zwdlftagigen katecholaminergen Differen-
zierung mit 10 ng/ml TNF (TNF) und 1 pg/ml oder 10 ug/ml Etanercept (ETA 1,
ETA 10) in unterschiedlichen Kombinationen behandelt.

B) LDH-AKktivitat gemischter Synoviozyten aus OA- und RA-Patienten, welche
Uber 24 h mit 10 ng/ml TNF sowie Etanercept in niedriger und hoher Dosis (ETA
1, ETA 10) behandelt wurden.

C) LDH-AKktivitat bei OA und RA iTH+ Zellen nach Behandlung mit 10 ng/ml TNF
sowie Patienten-zugehdriger Synovialfliissigkeit (SF) Gber 12 Tage. Des Weite-
ren sind die vermessene LDH-AKktivitat fur Zellkulturmedium (Medium) sowie flr
eine Positivkontrolle toter Zellen (Tot-Kontrolle) dargestellt.

Far A), B) und C) gilt: Daten sind als Boxplot dargestellt. Die Messwerte sind
prozentual auf die unbehandelte Kontrollgruppe bezogen, welche als 100 % der
LDH-Aktivitat definiert wurde (dargestellt als gestrichelte Linie). n = 3, jeder
Punkt reprasentiert eine Patienten-Zelllinie. Absolutwerte der gemessenen op-
tischen Dichte fir die Kontrollgruppen siehe Punkt 4.6.
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5. Diskussion

Die in Tieren und Pflanzen in vivo vorzufindenden KAT Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin
wirken als Neurotransmitter des zentralen und peripheren Nervensystems sowie als Hormone,
welche zahlreiche physiologische und pathologische Prozesse regulieren. Eine funktionelle
Trennung der KAT-Wirkung als Neurotransmitter und Hormon erfolgt dabei auch tber die Blut-
Hirn-Schranke (47). Das die geschwindigkeitslimitierende Reaktion der KAT-Biosynthese ka-
talysierende Enzym Tyrosin-3-Monooxygenase/ TH bendétigt als Kofaktoren Tetrahydrobiopte-
rin, Oz und Eisen-lI.

Neben der TH-Aktivitat, die u.a. Gber negative Rickkopplung, Enzym-Phosphorylierung und
Dopaminbindung reguliert wird spielt fir die synthetisierte und sezernierte KAT-Menge auch
die KAT-Wiederaufnahme und -Wirkung an prasynaptischen KAT-Rezeptoren eine Rolle
(47,48). Ferner wird die TH-Expression u.a. durch Hypoxie, chronischen Stress, BDNF, nerve
growth factor (NGF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), basic fibroblast growth factor, chemi-
sche Sympathektomie mittels 6-Hydroxydopamin sowie Transkriptionsfaktoren wie Nurr1 und
CREB (cAMP-response element binding protein) induziert (39,47,49).

Da es auch wéhrend der Kollagen Typ ll-induzierten Arthritis im Mausmodell und der Progres-
sion der RA beim Menschen zu einem Verlust von katecholaminergen TH+ sympathischen
Nervenfasern in betroffenen Gelenken kommt, kann das Erscheinen von TH+ Einzelzellen als
Kompensationsmechanismus fir einen Mangel an KAT gedeutet werden (3,10,11,49). Da NA
via B2-AR zahlreiche antiinflammatorische Effekte vermitteln kann (2,4,50), wurde der in der
Vergangenheit gefundene Verlust sympathischer Nervenfasern als proinflammatorisches Pha-
nomen interpretiert, wohingegen TH+ Zellen bei ausreichender Zellzahl sowie KAT-Sekretion
antiinflammatorisch gegenwirken kénnen. Eine entsprechende Stimulation von 32-AR erfolgt
dabei bei héheren NA-Konzentrationen, ca. bei 2 107 M (2). NA-Bindung an B2-AR vermittelt
uber die a-Untereinheit von Gs-Proteinen Adenylatcyclase-Aktivierung, dadurch cAMP-Erho-
hung und (ber letztere Offnung von lonenkanalen sowie Proteinkinase-I- und -ll-vermittelte
Transkription (4). Dieser Wirkmechanismus Uber den second messenger cAMP wird seit 2015
durch den selektiven Phosphodiesterase-4-Hemmer Apremilast zur antiinflammatorischen
Therapie bei Psoriasis-Arthritis genutzt (51).

Um in Zukunft bei RA-Patienten gegebenenfalls eine potentielle antiinflammatorische Therapie
durch den Transfer autologer iTH+ Zellen zu erméglichen, ist zunachst eine weitere Charak-
terisierung und Untersuchung der iTH+ Zellen notwendig. Fir die autologe Zelltherapie ist das
chronisch-inflammatorische Milieu in der Synovialmembran und -flissigkeit eines der wesent-
lichen zu Uberwindenden Hindernisse. Das rheumatische Gelenk ist neben der Anwesenheit
von zur Autoantikérperproduktion beitragenden Zytokinen wie IL-13, IL-10, TGF-B und
lgG2blF auch durch TNF-Einfluss gekennzeichnet (52). So finden sich in der
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Synovialflissigkeit von RA-Patienten TNF-Konzentrationen zwischen 0,1 und 5 ng/ml abhan-
gig von der Entziindungsaktivitat. Hierbei ist die TNF-Konzentration in der Synovialflissigkeit
mit der Anzahl der infiltrierten Leukozyten korreliert, die TNF-Konzentration im Serum mit der
Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit (53). Bei OA-Patienten sind die gemessenen Kon-
zentrationen in der Synovialflissigkeit mit ca. 1 — 10 pg/ml deutlich niedriger (54,55). Da fir
TNF bereits gezeigt werden konnte, dass es TH-hemmende Eigenschaften aufweist sowie
zytotoxische Effekte auf TH+ Zellen in neurodegenerativen Erkrankungen wie dem IPS hat
(56), ist ebenso von einer inhibitorischen Wirkung auf die katecholaminerge Differenzierung
und KAT-Produktion von aus RA- und OA-sASC hergestellten iTH+ Zellen auszugehen.

Am Beginn der vorliegenden Studie stand die Charakterisierung von synovialen Stammzellen/
sASC aus juxtaartikularem synovialem Fettgewebe von RA- und OA-Patienten und die an fir
mesenchymale Stammzellen verdffentlichte Differenzierungsprotokolle angelehnte Herstel-
lung von iTH + Zellen (16—18). Erstmals wurden menschliche synoviale sASCs zu neuronen-
artigen katecholaminergen Zellen differenziert. Wir konnten zeigen, dass sich die an Fibroblas-
ten erinnernde Morphologie der sASC deutlich zu einem neuronenartigen Zelltyp mit rundli-
chem Perikaryon sowie charakteristischer Zellfortsatzaussprossung wandelte. In erganzen-
den, noch unverdffentlichten Studien konnte durch Semaphorin 3 F — ein Symphatikus-Ner-
venfasern abstoBender Faktor — eine Axon-AbstoBung bei den generierten iTH+ Zellen er-
reicht werden und so deren Charakteristika und Ahnlichkeit zu Sympathikus-Neuronen weiter
bestatigt werden.

Zellmorphologisch verlief die Differenzierung zu iTH + Zellen bei sASC von OA- und RA-Pati-
enten unvollstandiger als bei Verwendung muriner, gesunder MSCs (11). So fehlte die fir
neuronale Differenzierung typische Formation von - der Struktur des frihen Neuralrohrs ah-
nelnden - Rosetten-artigen Zellverbanden mit interzellularen Kontakten (57). Hierfir gibt es
verschiedene Erklarungsansatze: Zunachst kann ein reduziertes Differenzierungspotential der
Stammzellen von RA- und OA-Patienten u.a. das Resultat von Medikation und Alter der in die
Studie eingeschlossenen Patienten sein. Insbesondere hdheres Alter flhrt bei MSC zu einer
Abnahme der Proliferationsrate sowie des Differenzierungspotentials, neben anderem wahr-
scheinlich durch eine Verklrzung der Telomere (58). Weiterhin stammen die von uns zu iTH+
Zellen differenzierten sASC aus entziindlich verandertem Gewebemilieu, welches Uber diverse
Umgebungsfaktoren hemmend auf die Stammzellen einwirken kénnte. Die basale Konzentra-
tion inflammatorischer Mediatoren — u.a. aus dem Monozyten-Makrophagen-Osteoklasten-
System stammend - ist dabei aufgrund héheren Alters der Patienten zuséatzlich gesteigert (59).
AuBerdem kénnen Entziindungsprozesse die Signaltransduktion und epigenetische Signatur
in sASC verandern, wodurch das Differenzierungspotential von RA-sASC stérker einge-
schrankt sein kénnte als das der OA-sASC (60,61). Nichtsdestotrotz konnte an Tag 12 der

Induktion von iTH+ Zellen ein deutlicher Nachweis katecholaminerger Marker (mittels
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Immunfluoreszenz) sowie der Noradrenalin-Sekretion erfolgen und somit katecholaminerge
neuronenartige Differenzierung demonstriert werden.

In der morphologischen Untersuchung mit Phasenkontrastmikroskopie zeigten sich die Aus-
wirkungen der Koinkubation mit TNF wahrend der OA-iTH+-Zelldifferenzierung anhand von im
Vergleich zu RA-iTH+ Zellen diinneren, zahlreicheren Zellaussprossungen. Diese Zellgestalt
ist mogliche Konsequenz einer unvollstandigen katecholaminergen Differenzierung der OA-
Stammzellen. Da die Zellviabilitdt im LDH-Assay durch TNF weder bei OA-iTH+ Zellen noch
bei RA-iTH+ Zellen beeintrachtigt war, ist nicht von einem praapoptotischen Phanomen aus-
zugehen. Dieser TNF-Effekt auf die Morphologie von OA-iTH+ Zellen wurde bei RA-Zellen
nicht beobachtet, da méglicherweise RA-sASC gegenliber OA-sASC durch chronische héhere
TNF-Exposition im rheumatischen Gelenk — 0,1 — 5 ng/ml gegentiber 1 — 10 pg/ml bei OA —
stark beeinflusst werden (53-55). Eine homologe Desensitisierung durch TNF wurde u. a. be-
reits fir menschliche Fibroblasten (SV-80-Zelllinie) sowie menschliche Endothelzellen be-
schrieben und kénnte in RA-iTH+ Zellen zur beobachteten Unterempfindlichkeit gegenlber
TNF fOhren (62,63). Auch hier kann die bereits angesprochene, in RA-Patienten abweichende
Medikation eine Rolle spielen. Insbesondere die bei 68,8 % der untersuchten RA-Patienten
gegebene Immunsuppression in Form von Glukokortikoiden kdnnte das Differenzierungsver-
halten von synovialen Stammzellen veréandern (64).

In der Immunfluoreszenz-Farbung zeigte sich nach zwdlftagiger neuronaler Differenzierung
eine deutliche Expression der katecholaminergen Markerproteine TH, VMAT2, Nurr1 und
B-1lI-Tubulin. Alle Marker wurden durch TNF-Behandlung deutlich vermindert exprimiert, hier-
bei war die Suppression katecholaminerger Proteine bei mit TNF koinkubierten OA-iITH+ Zel-
len ebenfalls ausgepréagter (in 4 unabhangigen Patientenproben nachgewiesen). Wie in der
Einleitung aufgeflhrt, ist fir TNF eine Hemmung der TH-Expression und -Aktivitat in anderen
Zelltypen und Krankheitsmodellen bekannt (22). Diese TH-Hemmung kdnnte indirekt durch
Nurr1-Suppression erfolgen, da Nurr1 — ein nukleérer Rezeptor, der fir die dopaminerge Zell-
differenzierung grundlegend ist — direkt den Promoter des TH-Gens aktiviert (65). Die durch
TNF-Wirkung vermittelte Hemmung der VMAT2- und B-IlI-Tubulin-Expression wird hier erst-
mals beschrieben.

Eine TNF-Inhibition der katecholaminergen Differenzierung wurde ferner bei Messung der
KAT-Konzentrationen in Zellkulturiiberstanden beobachtet. Die differenzierten iTH + Zellen
von OA- und RA-Patienten zeigten an Tag 12 in &hnlichem Ausmaf eine TNF-induzierte ver-
minderte NA-Sekretion; dieser Effekt wurde durch Etanercept riickgangig gemacht. Demge-
geniber war die NA-Sekretion zwar bei mit TNF behandelten gemischten Synoviozyten von
OA-Patienten deutlich reduziert, bei denjenigen von RA-Patienten jedoch nicht. Auch hier wa-
ren die Effekte auf die gemessene KAT-Konzentration durch Etanercept-vermittelte TNF-Inhi-
bition reversibel. Als Ursache der unterschiedlichen Wirkung von TNF auf gemischte
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Synovialzellen von OA- und RA-Patienten steht auch hier die bereits oben angesprochene
homologe Desensitisierung von TNF-Rezeptoren durch TNF und weitere proinflammatorische
Zytokine zur Debatte (62,63). Zum mdglichen Einfluss der Patientenmedikation siehe oben.
Die gemessenen Unterschiede der NA-Konzentrationen in ZellkulturGbersténden von iTH+
Zellen und gemischten Synovialzellen waren unabhéangig vom Zelluberleben, wie durch den
LDH-Assay gezeigt wurde.

Es kann der Einwand erhoben werden, dass die in unseren HPLC-Messungen nach in vitro-
Behandlung von iTH+ Zellen und gemischten Synoviozyten nachgewiesenen NA-Konzentrati-
onen zu niedrig waren, um in vivo antiinflammatorische Effekte zu vermitteln. Fur eine entspre-
chende Bindung an 2-AR wéren wie bereits angesprochen NA-Konzentrationen von mindes-
tens 107 M noétig. Die von uns gemessenen NA-Konzentrationen in Zellkulturiiberstanden be-
trugen bei iTH+ Zellen ca. 10® M und bei gemischten Synovialzellen ca. 0,5x10¢M (bei letz-
teren gemischten Synoviozyten sind wie in der Einleitung angesprochen endogene TH+ Zellen
enthalten (10)).

Demnach wére die durch endogene gemischte Synoviozyten sezernierte NA-Menge bereits
ausreichend, um in vivo potentiell in Abh&ngigkeit vom lokalen Gesamitfliissigkeitsvolumen und
der Entfernung von der Katecholamin-Quelle antiinflammatorisch zu wirken. Fir in vitro diffe-
renzierte iTH+ Zellen ist durch Einsatz einer gréBeren Stammzellzahl (potentiell auch bei der
in Zukunft angestrebten Zelltherapie) eine hbhere NA-Sekretion zu erwarten. Unsere Versuche
wurden in vitro mit definierten Zellkulturbedingungen (siehe Punkt 3.3) durchgefiihrt, die die
vorgestellten Ergebnisse erbrachten. Dennoch ist z.B. durch Differenzierung einer hdheren
sASC-Zellzahl, Verwendung anderer Zellkulturmedien oder Differenzierungsfaktoren eine ge-
steigerte und dadurch fir antiinflammatorische Effekte ausreichende NA-Sekretion denkbar.
In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich feststellen, dass wir zwar - als mdgliche Basis
flr spétere autologe Zelltherapie bei RA-Patienten - iTH+ Zellen aus Adipozyten-Stammzellen
generieren kénnen, dass wie demonstriert jedoch gleichzeitig TNF und eventuell weitere pro-
inflammatorische Zytokine in Synovialmembran und -flissigkeit die intendierte antiinflamma-
torische Wirkung einschrénken kdnnten. Ferner kann man vermuten, dass ein Teilaspekt der
therapeutischen Wirkung von Etanercept in chronisch-entziindlichen Erkrankungen mdglich-
erweise auf dem Schutz endogener TH+ Zellen und deren NA-Sekretion beruht. In weiteren
Studien bleibt zu untersuchen, ob sich bereits differenzierte TH+ Zellen durch langfristige Ex-
position gegentber TNF und anderen proinflammatorischen Zytokinen in ihnrem Phanotyp auch
umgekehrt zu nicht-katecholaminergen Zellen entdifferenzieren und so ihren vermittelten an-

tiinflammatorischen Einfluss verlieren kdnnen.

33



6. Zusammenfassung

Aus friheren Untersuchungen war bekannt, dass in der chronisch-symptomatischen Phase
der RA im Synovium selektiv sympathische Nervenfasern untergehen, gleichzeitig jedoch TH+
Einzelzellen erscheinen (9,10). Ferner wurde gezeigt, dass das SNS in dieser Spatphase der
RA Uber NA-Bindung an p2-Adrenozeptoren antiinflammatorisch wirkt (2,6). Da die verblei-
benden TH+ Zellen somit einen mdglichen antiinflammatorischen Faktor in der RA darstellen,
ist vor einer mdglichen klinischen Anwendung z.B. im Sinne einer autologen Zelltherapie eine
weitergehende Untersuchung dieser Zellpopulation notwendig.

So untersuchte die vorliegende Arbeit den Einfluss von TNF auf die katecholaminerge Diffe-
renzierung und die Noradrenalin-Sekretion von aus synovialen Adipozyten-Stammzellen indu-
zierten TH+ Zellen sowie die Noradrenalin-Sekretion von gemischten Synoviozyten unter hy-
poxischen Bedingungen.

sASC sowie Synovialzellen wurden aus 24 Patienten mit Osteoarthritis und 16 Patienten mit
rheumatoider Arthritis entnommen. Nach FACS-basierter Charakterisierung der sASC erfolgte
erstmals deren zwélftagige Differenzierung zu neuronenartigen iTH+ Zellen. Der Differenzie-
rungserfolg wurde mittels Phasenkontrastmikroskopie, Immunfluoreszenz-Nachweis der kate-
cholaminergen Marker TH, VMAT2, Nurr1 und B-1ll-Tubulin sowie Katecholamin-Detektion ge-
zeigt. TNF und Synovialflissigkeit fihrten bei OA- und RA iTH+ Zellen zu einer Hemmung der
katecholaminergen Differenzierung und zu reduzierter NA-Sekretion, beide Effekte waren
durch Etanercept-Zugabe reversibel.

Analog konnte eine TNF-vermittelte Inhibition der NA-Ausschittung von gemischten Synovio-
zyten (welche 24 Stunden bei Hypoxie inkubiert wurden) von OA-Patienten demonstriert wer-
den. Mdglicherweise aufgrund einer homologen Desensitisierung des TNF-Rezeptors war die-
ser Effekt bei Synoviozyten von RA-Patienten nicht nachzuvollziehen.

Zusammenfassend l&sst sich also eine TNF-vermittelte Hemmung der katecholaminergen
Differenzierung, der TH-Expression und -Aktivitat sowie der NA-Sekretion in iTH+ Zellen und
gemischten Synovialzellen konstatieren. Somit kann ein weiterer Wirkungsmechanismus der
antiinflammatorischen Etanercept-Therapie bei RA-Patienten angenommen werden und eine
maogliche Limitation einer zukinftigen autologen TH+ Zelltherapie bei RA diskutiert werden.
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SCIENTIFIC REPLIRTS

TNF inhibits catecholamine
production from induced
sympathetic neuron-like cells
e inrheumatoid arthritis and
st osteoarthritis in vitro

Markus Herrmann?, Sven Anders?, Rainer H. Straub(®? & Zsuzsa Jenei-Lanz|*?

Synovial adipose stem cells (sSASC) can be differentiated into catecholamine-expressing sympathetic
neuron-like cells to treat experimental arthritis. However, the pro-inflammatory tumor necrosis factor
(TNF) is known to be toxic to catecholaminergic cells (see Parkinson disease), and this may prevent
anti-inflammatory effects in inflamed tissue. We hypothesized that TNF exhibits inhibitory effects

. on human differentiated sympathetic tyrosine hydroxylase-positive (TH+) neuron-like cells. For the

. first time, iTH+ neuron-like sympathetic cells were generated from sACSs of rheumatoid arthritis

. (RA) and osteoarthritis (OA) synovial tissue. Compared to untreated controls in both OA and RA, TNF-

. treated iTH+ cells demonstrated a weaker staining of catecholaminergic markers in cell cultures of

: RA/OA patients, and the amount of produced noradrenaline was markedly lower. These effects were
reversed by etanercept. Exposure of iTH+ cells to synovial fluid of RA patients showed similar inhibitory
effects. In mixed synovial cells, significant effects of TNF on catecholamine release were observed
only in OA. This study shows that TNF inhibits iTH+ synovial cells leading to the decrease of secreted
noradrenaline. This might be a reason why discovered newly appearing TH+ cells in the synovium are
not able to develop their possible full anti-inflammatory role in arthritis.

¢ In previous studies, newly appearing tyrosine hydroxylase-positive (TH+) catecholamine-producing cells have

: been detected in synovial tissue of rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA) patients'?. Catecholamines,

. such as noradrenaline (NA) are able to mediate anti-inflammatory effects in RA depending on concentration and

. targeted receptor subtype (it is 32-adrenergic)**. The anti- inflammatory character of these TH+ cells has been

. demonstrated in vivo by adoptive transfer of generated TH+- cells in the collagen type II-induced arthritis model
in mice’.

Generation of these TH+ cells might be possible using synovial adipose stem cells (SASC), because mesen-
chymal stem cells can differentiate into sympathetic neuron-like cells®>=®. Different cell types, such as fibroblasts,
macrophages or B cells have been identified among these spontaneously appearing TH+- cells in RA and OA syn-

- ovial tissue'. Moreover, resident synovial stem cells>!’ might differentiate to a catecholaminergic phenotype, given

. the fact that brain-derived neurotrophic factor, well known to drive differentiation of new catecholaminergic

© neurons, is present in inflamed joints'"'2. The question appears whether, or not, the inflammatory environment
interferes with TH+4- cells.

The cytokine TNF is a major mediator of inflammation, it often starts the chronological cascade of inflam-
mation, and it has also been shown to play a role in neuroinflammatory brain disorders'*~!>. An early study in
Parkinson disease showed a reduced TH expression in the CNS of TNF-overexpressing mice'®. In a rat Parkinson
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Osteoarthritis Rheumatoid Arthritis
number 24 16
age, yr 70.5+9.1 [44-81] | 65.1+8.8 [51-82]
women/men, n (%) 15/9 (37.5/62.5) 10/6 (62.5/37.5)
C-reactive protein, mg/l 1.8+1.8 59+6.1
Medication
daily prednisolone, mg 0(0) 6.05+4.8
prednisolone, n (%) n.a. 11 (68.8)
methotrexate, n (%) n.a. 6(37.5)
leflunomide, n (%) n.a. 2(12.5)
sulfasalazine, n (%) n.a. 0(0)
hydroxychloroquine, n (%) n.a. 0(0)
non-steroidal antiinflammatory drugs, n (%) | 24 (100) 16 (100)
opioid analgesics, n (%) 2(8.3) 4(25)
biologicals, n (%) n.a. 1(6.1)

Table 1. Characteristics of patients under study. Data are given as means £ SEM, percentages in parentheses,
and ranges in brackets. Abbreviation: n.a., not applicable.

disease model, TNF was toxic to catecholaminergic neurons!’, which was also confirmed in vitro'3-21. Thus, inhib-
iting TNF might also influence catecholamine production of these cells.

Neutralizing TNF using anti-TNF strategies is an established therapy option in inflammatory diseases?*?*.
During the last decade, numerous TNF-inhibitors were developed, e.g. etanercept (soluble TNF recep-
tor 2), which has been shown to be neuroprotective in a mouse model of Parkinson disease?. TNF inhibitors
down-regulate a range of pro-inflammatory cytokines in synoviocytes of RA patients®?]. They ameliorate joint
disease in a murine collagen type II-induced arthritis model*-*. However, the effect of TNF or/and anti-TNF on
anti-inflammatory TH+ catecholamine-producing cells in chronic arthritis is not yet known. If TNF interferes
with catecholamine production by inhibiting TH in synovial cells, this would be a proinflammatory signal due to
the anti-inflammatory role of catecholamines at high concentrations through 32-adrenergic receptors®.

Since TH can be upregulated under hypoxic conditions in induced TH+ cells’, the phenomenon might be
even more evident at low oxygen tension. Most of the studies on TNF inhibitors were limited only to normoxic
conditions. Only one study analysing TNF effects on catecholaminergic PC12 cells was performed under hypoxia
confirming an influence on TH expression®. This is a very important point because inflammation is accompanied
by hypoxia®, and the milieu in the joint tissue is hypoxic®..

Taken all background information together, we hypothesized that we can differentiate sASC into iTH+
catecholamine-producing cells. We also hypothesized that TNF inhibits characteristic features of iTH+
catecholamine-producing cells, whether differentiated from sASC or derived from chronically inflamed syn-
ovium. It was further hypothesized that neutralization of TNF results in an enhanced TH expression and catecho-
lamine secretion. Material of patients with RA and OA was in the focus.

Material and Methods

Patients. Synovial tissue and synovial fluid was obtained from patients with OA and RA during knee joint
replacement surgery (characteristics of patients in Table 1). Diagnosis of RA was based on the established crite-
ria according to the American College of Rheumatology (formerly, the American Rheumatism Association).
Patients were informed about the purpose of the study and gave written consent. The project was approved by the
Ethics Committee of the University of Regensburg (Number 13-101-0135). All experiments were performed in
accordance with relevant guidelines and regulations.

Human synovial adipose tissue-derived stem cells (SASC). Human synovial adipose tissue was
obtained from patients with OA and RA during knee joint replacement surgery (see above). sASCs were isolated
as described elsewhere®>**. After isolation, cells were expanded in monolayer cultures and stem cell markers
were investigated by FACS analysis as suggested by The Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy®. The mesenchymal stem cell characteristics of OA and RA sASCs was
confirmed by FACS analysis: sASCs were positive for the surface markers CD73, CD90, and CD105 and were neg-
ative for HLA-DR, CD11b, CD19, CD34, and CD45 (Fig. 1)*. Passage 3-4 cells were used for catecholaminergic
differentiation experiments into the direction of human induced TH+ cells (see next section).

Generation of human induced TH+ cells (iTH+) and imaging of morphology. Human sASC were
plated on poly-D-lysine in flasks and chamber slides (20.000 cells/cm?) as described elsewhere®. On day 1, cat-
echolaminergic induction was initiated with a specific catecholaminergic medium containing B27 supplement
(Life Technologies, Darmstadt, Germany), sonic hedgehog, fibroblast growth factor 8, basic fibroblast growth
factor, and on day 9 with additional brain-derived neurotrophic factor (all from PeproTech GmbH, Hamburg,
Germany)®. The obtained cells were handled as individual cell cultures of each patient.

During 12 days of differentiation, cells were treated with 1 ng/ml or 10 ng/ml TNF (representing a different
degree of inflammation). In order to test, whether possible TNF-specific effects during iTH+ cell differentiation
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Figure 1. Characterization of MSC-specific surface markers of synovial adipose tissue-derived stem cells
(sASCs) isolated from osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA) donors. sASCs were positive for
CD73, CD90, and CD105 and were negative for HLA-DR, CD11b, CD19, CD34, and CD45 as suggested by The
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy®. The red line
gives the target surface marker, the green line the unlabeled negative control, and the blue line demonstrates the
isotype.

might be caused by synovial fluid, we treated OA and RA sASCs during catecholaminergic differentiation with
the synovial fluid of the same patient (1 ml synovial fluid/10 ml cell culture medium).

To block TNEF-specific effects, the soluble TNF receptor etanercept was used in low and high concentrations
(1 ug/ml or 10 pg/ml). Differentiation was performed under hypoxic conditions. Hypoxia was defined as 1% oxy-
gen tension, because inflamed synovial tissue is known to be strongly hypoxic®!. After 12 days of differentiation,
cells were investigated macroscopically and by immunofluorescent staining of differentiation markers such as
TH, 3-III-tubuline (a neuronal intracellular scaffold protein), vesicular monoamine transporter 2 (VMAT-2),
and nuclear receptor related 1 (Nurrl1)>-®,

Cells with dendritic shape were counted manually by a blinded experimenter using phase contrast images of
differentiated cultures (n =8 RA slides, n =8 OA slides) and the ratio of dendritic-shaped cells to total cell count
was calculated.

For catecholamine determination by HPLC (see below), supernatant was acidified using 20l of 0.1 M per-
chloric acid, and samples were frozen at —80°C.

Human mixed synovial cell culture. Synovial tissue preparation and removal of synovial cells was per-
formed as described earlier*®. Pieces of synovial tissue of up to 9 cm? were excised. One part of the synovial tissue
specimen was minced and placed in Dispase I (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany). Digestion was carried
out for at least 1 hour at 37 °C on a shaking platform. The resulting suspension was filtered (70 um) and spun at
300g for 10 min. The pellet was then treated with erythrocyte lysis buffer for 5min and centrifuged for 10 min
at 300 g. The pellet was re-suspended in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) with 10% fetal calf
serum.

For stimulation, 50.000 mixed synovial cells per ml were transferred into cell culture flasks. The obtained cells
were handled as individual cell cultures of each patient (no pooling). Mixed synovial cells (containing fibroblasts,
macrophages, lymphocytes, and dendritic cells as demonstrated in an earlier study, ref.') were incubated under
hypoxic conditions in cell culture flasks. Synovial cells were incubated for 24 h with different concentrations and
combinations of TNF and etanercept as described above. For catecholamine measurements samples were pre-
pared as described above.
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Immunofluorescence. Cells in chamber slides were fixed with 3.7% paraformaldehyde, underwent drying,
and were stored at —20 °C until analyses. For immunofluorescent analyses, cells in chamber slides were rehy-
drated with 1x phosphate-buffered saline (PBS) for 10 min. After blocking (10% bovine serum albumine, 10%
chicken serum, and 10% goat serum), chamber slides were incubated with primary antibodies to TH (AB152;
Merck Millipore, Schwalbach, Germany), 3-III-tubulin (Abcam, Cambridge, UK), VMAT-2 (Abcam, Cambridge,
UK), and Nurrl (Abcam, Cambridge, UK) at room temperature for 3 h. Primary staining was visualized using
Alexa Fluor-labeled secondary antibodies (goat anti-rabbit Alexa Fluor 598 for TH and Nurrl; goat anti-rabbit
Alexa Fluor 488 for 3-I1I-tubulin and VMAT-2). Cell nuclei were counterstained with DAPI. Numbers of fluores-
cently stained cells were counted manually by a blinded experimenter (n =8 RA slides, n=8 OA slides) and the
ratio of stained cells to total cell count was calculated.

Noradrenaline quantification. NA in the cell culture medium was assayed by high pressure liquid chro-
matography with electrochemical detection as previously described by us®’.

LDH assay for cell viability. Cell viability was determined by measuring LDH (lactate dehydrogenase)
activity in supernatants after stimulation experiments. The assay was performed according to manufacturer
instructions (Takara Bio Company, Kusatsu, Japan). The positive toxic control was methanol.

Data analysis. Numbers of experimental samples investigated are given in the respective figure legends.
Data are presented as box plots and as % of controls due to naturally occurring variation in primary cell cultures.
Comparisons between two experimental groups were performed using Mann-Whitney-U test. Comparisons
between more than two groups were carried out using ANOVA (when data were normally distributed) or
ANOVA on ranks (when normal distribution was not given). We applied post-hoc analysis for multiple compar-
isons according to Bonferroni (SigmaPlot V.11, Systat Software, Erkrath, Germany). P values less than 0.05 were
considered significant.

Results

TNF effect on cell morphology. Morphological analysis with phase contrast microscopy demonstrated
that iTH+ cells exhibited a neuron-like morphology with branches. In contrast to original fibroblast-like sASC,
iTH+ cells formed more intercellular connections after 12 days of differentiation (ref.%, Fig. 2A, representative
picture).

Regarding iTH+ morphology, we observed qualitative differences between OA and RA: untreated RA iTH+
cells showed more elongated cell bodies and less branching compared to OA iTH+- cells, but cell-to-cell contacts
were still visible (Fig. 2B,C untreated). The quantification of cells with dendritic shape confirmed this observation,
however, the difference between OA and RA untreated groups was not significant (Fig. 2D untreated).

In OA iTHs and RA iTH+, TNF (10 ng/ml) treatment caused morphological changes, which result in thin-
ning and decreased dendritic shape branching (Fig. 2B). This phenomenon was not observed to the same extent
in RA iTH+ cells but was visible, too (Fig. 2C and D, not significant). The difference between OA and RA might
be a consequence of the proinflammatory priming of these cells in the tissue before surgery.

Etanercept (in low or high dose) or combinations of TNF plus etanercept did not influence cell morphology
in both OA and RA iTH+ cells compared to the respective OA and RA untreated iTH+ (Fig. 2B-D). In general,
there was a somewhat higher level of dendritic-shaped cells in OA compared to RA (Fig. 2D), which indicates a
better differentiation result in OA cells.

TNF effect on catecholaminergic differentiation markers in iTH+ cells.  Untreated OA and RA
iTH+ cells strongly expressed catecholaminergic markers such as TH, VMAT-2, Nurrl, and BIII-tubulin (ref.%,
Fig. 3). After TNF treatment (10 ng/ml), the expression of these markers was clearly suppressed demonstrated
by weaker staining (Fig. 3). The TNF inhibitor etanercept (low and high concentration) alone had no effects on
catecholaminergic markers, neither in OA nor in RA iTH+ cells (Fig. 3). However, TNF-mediated suppression of
TH, VMAT-2, Nurrl, and BIII-tubulin expression was visibly reversed by both low and high etanercept concen-
trations in OA and in RA iTH+ cells treated with TNF (Fig. 3).

All observations for all four catecholaminergic markers were confirmed by quantification of immunofluo-
rescent stainings. In both, untreated OA and RA iTH+ cultures, the ratio of stained cells to total cell count was
near 1.0, indicating successful differentiation of the whole cell culture (Fig. 4). In OA and RA iTH+ culture, TNF
reduced the ratio of stained to total cells for each catecholaminergic marker (Fig. 4), which was reversed by both
low and high etanercept concentrations (Fig. 4). In addition, there were on marked differences between OA and
RA cells in a direct comparison (Fig. 5).

Representative control immunofluorescence images with a rabbit IgG isotype are given in Suppl. Fig. 1.

Effect of TNF and synovial fluid on noradrenaline release during iTH differentiation. Insuperna-
tants of untreated control cells, NA was detectable in proper amounts (OA: 1.38 4 2.55 ng/ml; RA: 1.30 +3.00 ng/
ml; dashed line in Fig. 6). In both OA and RA patients, undifferentiated sASCs synthesized very low amounts
of NA (OA: 27.6 £69.4 pg/ml; RA: 59.3 4 127.0 pg/ml), at a level of 10% of control iTH+ cells (Fig. 6). TNF
treatment (10 ng/ml and 1 ng/ml) resulted in significantly reduced NA release in RA and OA iTH+ cells (Fig. 6).
Etanercept alone did not influence NA release at low and high concentrations, neither in OA nor in RA iTH+
cells (Fig. 6). Etanercept at low and high concentrations normalized the TNF-induced decrease of NA in OA and
RA iTH+ cells (Fig. 6).

In order to test, whether TNF-specific effects on NA release during iTH+ cell differentiation might be
related to components of synovial fluid such as TNE we treated OA and RA sASCs during catecholaminergic
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Figure 2. Morphology of generated iTH+ cells. (A) Change of fibroblast-like morphology of synovial adipose
tissue-derived stem cells (SASC) to neuron-like morphology after 12 days of catecholaminergic differentiation
(representative image of OA donor cells of one patient, magnification 200x). (B) Light microscopic appearance
of OA iTHs after treatment with different concentrations and combinations of 10 ng/ml TNF and 1 or 10 ug/
ml etanercept (ETA) (magnification 200x). (C) Light microscopic appearance of RA iTHs after treatment with
same agents as in B (magnification 200x). (D) Number of fully differentiated dendritic-shaped cells after 12 days
of catecholaminergic differentiation demonstrated as ratio of dendritic-shaped cells to total cell count (n=8).
Data are presented as box plots with the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles. Each black
circle represents an individual patient sample. Significant p-values (p < 0.05) against OA control are presented
as “*”; against OA TNF group as “*”; against RA control as “+”; against RA TNF group as “*”; and differences
between respective OA and RA groups as “*”. Abbreviations: TNF10 = TNF 10 ng/ml; TNF1 =TNF 1 ng/ml;
ETA1 =Etanercept 1 ug/ml; ETA10 = Etanercept 10 ug/ml.
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Figure 3. Effects of TNF on catecholaminergic differentiation marker expression. Immunofluorescent
detection of tyrosine hydroxylase (TH, key enzyme of catecholamine synthesis), vesicular monoamine
transporter 2 (VMAT?2), nuclear receptor related 1 protein (Nurrl), and 33-tubulin in OA and RA adipose
tissue-derived stem cells undergoing catecholaminergic differentiation treated with 10 ng/ml TNF and/or 1 or
10 ug/ml etanercept (ETA) in different concentrations and combinations (magnification 200x).
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differentiation with the patient-identical synovial fluid and neutralized TNE. The treatment of RA and OA iTH+
cells with synovial fluid drastically reduced NA release compared to untreated controls (Fig. 6). Etanercept at high
concentrations partly reversed the negative effects mediated by synovial fluid, i.e., the measured NA concentra-
tions rose but did not reach the control level (Fig. 6).

Effect of TNF on catecholamine release in mixed synovial cell culture. In earlier studies, we
demonstrated the spontaneous presence of catecholamine-producing cells in synovial cell cultures**. In OA
mixed synovial cells, TNF (10 ng/ml) significantly inhibited NA release compared to untreated controls (Fig. 7,
84.0 £ 187.5ng/ml = absolute levels in untreated controls [~5 x 1077 M]). In OA mixed synovial cells, etanercept
alone did not affect NA release, but visibly reversed TNF-mediated inhibition of NA release when applied at low
or high concentrations (Fig. 7). In contrast, TNF or/and etanercept treatment of RA mixed cell cultures did not
influence NA release when compared to control cells (Fig. 7, 88.8 + 158.2 ng/ml = absolute levels in untreated
controls [~5 x 1077 M]).

Effect of TNF and synovial fluid on cell viability. Inboth, OA and RA iTH+ cell cultures, neither TNF
nor etanercept (low or high concentration) or both substances in combination affected cell viability (Fig. 8A).
Similarly, in mixed cell cultures of OA and RA patients, no toxic effect of TNF or etanercept was observed
(Fig. 8B). Compared to untreated control, synovial fluid treatment similar to 10 ng/ml TNF treatment did not
change cell viability in both OA and RA iTH+ cultures (Fig. 8C). In every test, measured optical density in dead
control cells ranged between 1.8 and 2.0 units. For this reason, and because calculated relative data are always
given as % of untreated control cells, values of dead control cells are only given in Fig. 8C (4% box plot from
left). Similarly, cell culture media showed very low optical density values as shown once in Fig. 8C (3 box plot
from left).

Discussion

Catecholamines are major neurotransmitters of the sympathetic nervous system regulating numerous physi-
ological or pathological processes in the body****. During RA progression and in the collagen type II model
of arthritis, the loss of catecholaminergic tyrosine hydroxylase-positive (TH+) sympathetic nerve fibers occurs
and, concomitantly, TH+ single cells with anti-inflammatory character appear in inflamed synovium'*°. Since
NA can have many anti-inflammatory effects through binding to the 32-adrenergic receptor®**, the loss of nerve
fibers was deemed a proinflammatory phenomenon, while appearance of catecholaminergic TH+- cells can be
anti-inflammatory when cell numbers and catecholamine secretion are abundant (high concentrations lead to
(2-adrenceptor binding; at approximately >1077M).
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Figure 4. Quantification of catecholaminergic differentiation marker expression. Number of fully differentiated
TH-, VMAT?2-, Nurrl-, or 33-tubulin-positive cells after 12 days of catecholaminergic differentiation
demonstrated as ratio of stained cells to total cell count (n=8). Data are presented as box plots with the 10th,
25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles. Each black circle represents a patient sample. Significant
p-values (p <0.05) against untreated control are presented as “*”; against TNF-treated group as “*”.
Abbreviations: TNF10 =TNF 10 ng/ml; TNF1 =TNF 1 ng/ml; ETA1 = Etanercept 1 ug/ml; ETA10 = Etanercept
10 ug/ml.
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Figure 5. Differences between OA and RA in catecholaminergic differentiation marker expression. Number

of fully differentiated TH-, VMAT2-, Nurrl-, or 33-tubulin-positive cells after 12 days of catecholaminergic
differentiation demonstrated as ratio of stained cells to total cell count (n=8). Data are presented as box plots
with the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles. Each black circle represents a patient sample.
Significant p-values (p <0.05) against OA control are presented as “*”; against RA control as “4-”. Abbreviations:
TNF10=TNF 10ng/ml; TNF1 =TNF 1ng/ml; ETA1 = Etanercept 1 ug/ml; ETA10 = Etanercept 10 pg/ml.
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Figure 6. Effect of TNF on noradrenaline (NA) release from iTH+ cells. NA release from catecholaminergically
differentiated OA and RA iTH+- cells treated with 10 ng/ml TNF or synovial fluid (SF) with/without 1 or 10 ug/
ml etanercept (ETA) in different concentrations and combinations. In all panels, data are presented as box plots
with the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles. Values are demonstrated in percent of control
(untreated control = 100%, dashed line; n =4-11; absolute values for negative controls are given in the text).
Each black circle represents a patient sample. Significant p-values (p < 0.05) against dashed line control are
presented as asterisk. Abbreviations: TNF10 = TNF 10 ng/ml; TNF1 =TNF 1 ng/ml; ETA1 = Etanercept 1 ug/
ml; ETA10 = Etanercept 10 ug/ml; SF = synovial fluid.

Since we and others discussed the use of autologous iTH+ cells as a future therapy in RA patients, further
characterization of iTH+ cells is mandatory. One of the main problems in this context is the proinflammatory
milieu in RA synovial tissue as exemplified by the presence of TNF*#2. In the synovial fluid, TNF concentrations
range between 0.1 and 5ng/ml in RA, depending on infiltrated immune cell number***. In OA synovial fluid,
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Figure 7. Effect of TNF on noradrenaline (NA) release in mixed synovial cells. NA release in OA and RA mixed
synovial cell cultures treated with TNF with/without etanercept at different concentrations and combinations.
In all panels, data are presented as box plots with the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles.
Values are demonstrated in percent of the control (untreated control = 100%, dashed line; n = 6-9; absolute
values for negative controls are given in the text [~5 x 10~ M]). Each black circle represents a patient sample.
Significant p-values (p <0.05) against control are presented as asterisk. Abbreviations: TNF =TNF 10 ng/ml;
ETA1 = Etanercept 1 ug/ml; ETA10 = Etanercept 10 ug/ml.

TNF concentrations are lower (1-10 pg/ml, refs*>*¢). Since TNF has been shown to mediate TH-inhibiting or
cytotoxic effects on TH+ cells in brain diseases like Parkinson disease?’, TNF is an important cytokine that can
interfere with catecholaminergic differentiation and catecholamine production. Thus, we aimed to analyze the
effects of TNF on catecholaminergic differentiation of iTH cells of RA and OA patients and NA production.

The starting point of the present work was characterization of OA and RA synovial stem cells from juxtaarticu-
lar synovial adipose tissue and the generation of iTH+ cells according to published protocols for mesenchymal
stem cells®®. For the first time, human sASC were successfully differentiated into neuron-like catecholaminergic
cells. It was shown that the usual fibroblast-like morphology of sASC clearly changed to a neurone-like type of
cell with characteristic branches and dendritic shape. In further unpublished studies, we were able to induce axon
repulsion of these sympathetic neuron-like cells by semaphorin 3 F, a nerve repellent factor of sympathetic nerve
fibers (unpublished results).

Morphologically, differentiation to neurone-like cells was not as perfect as known for healthy mesenchymal
stem cells in mice recently performed by us*®, because these human cells did not form rosette-like structures
(small three-dimensional neural tube-like structures in a rosette-shaped form)®. There can be several reasons for
this phenomenon: first, there might be a decreased potency of OA and RA stem cells to differentiate due to the
age of our patients and due to medication®. Second, the tissue stems from inflammatory lesions, which might
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Figure 8. Effect of TNF and synovial fluid on cell viability. (A) Lactate dehydrogenase (LDH) release in
osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA) adipose tissue-derived stem cells after catecholaminergic
differentiation and treated with 10 ng/ml TNF and/or 1 or 10 ug/ml etanercept (ETA) in different combinations.
(B) LDH release in OA and RA mixed synoviocytes treated with 10 ng/ml TNF and/or 1 or 10 ug/ml etanercept
in different combinations. (C) LDH release in OA and RA iTH+ cells after treatment with 10 ng/ml TNF or
synovial fluid. In all panels, values are demonstrated in percent of the control (untreated control = 100%, dashed
line; n = 3; absolute values for negative and positive controls are given in the text). Each black circle represents a
patient sample.

obviate the differentiation process due to milieu factors®. Third, the inflammatory process can change signaling
pathways and epigenetic signatures in sASC*>*?, which might be more severe in RA than OA. Nevertheless, the
strong immunofluorescent staining of catecholaminergic markers and NA release confirmed catecholaminergic
neuron-like differentiation.

In these morphological studies, we observed effects of TNF on OA iTH+ cells in the form of thinning and
decreased dendritic shape branching, which was also observed in RA cells. The phenomenon seems to be due
to unsuccessful catecholaminergic differentiation caused by TNE. We do not expect that this demonstrates
pre-apoptotic effects because cell viability was not affected (LDH assay). This TNF-induced phenomenon was
also observed in RA iTH+- cells, although untreated RA iTH+- cells did not show the same dendritic shape as OA
cells, possibly because RA cells are already strongly primed by a higher TNF milieu within synovial tissue when
compared to OA (RA: 0.1 and 5ng/ml in RA, refs***, versus OA: 1-10 pg/ml, refs*>46).

One might expect that RA cells are desensitized towards TNF when compared to OA cells. This form of
homologous desensitization towards TNF is well known and it can lead to hyporesponsiveness towards TNF>*>>.
Another factor might be medication, which is different in RA versus OA patients. Particularly, glucocorticoids
might change the behavior of investigated cells. Due to the numbers of patients that can be investigated in these
studies, the influence of medication cannot be studied separately.

Prominent catecholaminergic markers, TH, VMAT2, Nurrl, and BIII tubulin®-® were strongly expressed after
differentiation and all were clearly inhibited by TNF treatment. TNF is known to suppress TH expression'®,
which might be indirect through Nurrl suppression, because Nurr1 directly activates the promoter of the tyrosine
hydroxylase gene’. At present, no studies exist regarding TNF effects on VMAT?2 and BIII tubulin expression so
that the demonstrated findings concerning these markers are novel.

TNF-induced loss of catecholaminergic differentiation was particularly visible when looking on NA con-
centration in supernatants. In differentiated iTH+ cells, TNF-induced inhibition of NA was similar in OA and
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RA cells, and etanercept reversed these effects. Similarly, patient-identical synovial fluid inhibited NA secretion,
which was partly reversed by etanercept. Since reversal with etanercept was incomplete, one expects further
inhibitor factors existing in synovial fluid.

In contrast, in mixed synovial cells, NA concentration was markedly reduced in supernatants of TNF-treated
OA cells only but not of RA cells. Effects were reversed by etanercept. For different effects in OA and RA mixed
synovial cells, homologous desensitization of TNF receptors by TNF and other proinflammatory cytokines might
play a role>*°. The possible role of medication was discussed above. All effects were independent of cell viability
as tested with the LDH assay.

One might argue that concentrations of NA were too low to exert anti-inflammatory effects in our in vitro
experiments, which are expected to start at equal or greater than 1077 M. The measured concentrations were
approximately 1078 M in sASC-derived iTH+ and about 0.5 x 107°M in mixed synovial cells of patients, where
these TH+ cells are already present. For the mixed synovial cells, NA levels would be high enough to exert
anti-inflammatory effects. For iTH+ cells, a higher NA concentration can be expected with increased cell num-
bers in the culture dish. These experiments were carried out in vitro under certain culture conditions that yielded
the demonstrated results. However, other conditions with higher cell numbers might have shown NA levels up
to 107°M.

In conclusion, although we can generate iTH+- cells from ASCs, which can be a future platform for autologous
cell therapy with these cells in RA, TNF and possibly other proinflammatory cytokines in synovial tissue and
fluid might disturb the antiinflammatory role of these cells. The data also show that part of therapeutic etanercept
effects possibly depend on the protection of naturally occurring iTH+ cells and their NA secretion. It needs to
be studied whether once differentiated iTH+- cells can revert their phenotype into a non-catecholaminergic cell
when long-term exposed to TNF and other cytokines.
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