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Referat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Vorkommen sowie die funktionelle Bedeutung
des Peptids TFF3 in der Pathogenese der Arthrose und der septischen Arthritis untersucht
werden.

Die protektiven und regenerativen Funktionen von TFF-Peptiden im Gastrointestinaltrakt sind
schon lange bekannt. Um n&here Erkenntnisse Uber das Vorkommen und die Bedeutung
dieser Proteine bei der Arthrose und der septischen Arthritis zu gewinnen, wurden Untersu-
chungen mittels RT-PCR und Immunhistochemie an Gelenkknorpel, kultivierten Chondrozy-
ten, kultivierten Synoviozyten und Synovialgewebe durchgefliihrt. Zur Analyse der TFF3-Ex-
pression nach Stimulation mit Zytokinen sowie Bestandteilen gramnegativer Bakterien wur-
den Zellkulturexperimente mittels RT-PCR und Immunhistochemie durchgefuhrt. AuBerdem
wurde die Expression von TFF3 anhand zweier in-vivo-Mausmodelle untersucht. Mittels
ELISA wurden Matrixmetalloproteinasen sowie deren Inhibitoren in kultivierten Chondrozy-
ten und im Gelenkknorpel analysiert. Weiterhin wurden Caspase-3/7 Assays sowie Annexin-
V Assays zur Untersuchung der Apoptose in Chondrozyten durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass TFF-Peptide im gesunden Gelenkknorpel nicht exprimiert wer-
den, die Expression von TFF3 jedoch unter den pathologischen Bedingungen der Arthrose
und der septischen Arthritis induziert wird. Die an der Pathogenese der Arthrose beteiligten
Zytokine IL-1B und TNFa induzieren eine hohe Expression von TFF3 in kultivierten Chondro-
zyten. Die Stimulation kultivierter Chondrozyten mit rekombinantem TFF3 flhrt zu einer ver-
starkten Expression knorpeldegradierender Matrixmetalloproteinasen und zur Apoptose-
induktion kultivierter Chondrozyten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass TFF3 einen
zusatzlichen Faktor in der Pathogenese der Arthrose und der septischen Arthritis bildet.

Résler, Sophie: Die Bedeutung von Trefoil factor family peptide 3 in der Pathophysiologie der
Arthrose und der septischen Arthritis. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 76 Seiten, 2009
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Einleitung

1 Einleitung

Das Skelettsystem erméglicht dem Menschen den aufrechten Gang. Durch das Zusammen-
spiel von Muskeln, Knochen, Bandern und Gelenken ist ein HéchstmaB an Bewegungsfrei-
heit méglich. UbermaBige Belastung der Skelettelemente fiihrt zu Erkrankungen des Bewe-
gungsapparates. Die haufigsten Erkrankungen sind hierbei auBer Knochenbriichen und
Bandverletzungen degenerative Gelenkerkrankungen, in erster Linie die Arthrose.
Degenerative Gelenkerkrankungen sind von groBer sozialmedizinischer Bedeutung. Auf-
grund ihrer Haufigkeit nehmen Arthrosen und ihre Behandlung eine zentrale Stellung ein. Die
Inzidenz der Arthrose liegt in den USA bei 15% (Simmons et al., 1999). In Deutschland sieht
man radiologische Zeichen einer Arthrose bei 25% der Uber 50-jahrigen und bei mehr als
80% der Uber 75-jahrigen (Puhl, 1996). Durch die aktuelle Entwicklung hin zu einer alteren
Bevolkerung wird die Arthrose, fir die hohes Alter ein wichtiger Risikofaktor ist, zu einem
weiter zunehmenden Problem fir das Gesundheitssystem. Weitere Risikofaktoren sind weib-
liches Geschlecht, GibermaBige Belastung und ausgepragte Adipositas. Zu 39-65% spielen
erbliche Faktoren eine Rolle (Spector et al., 1996).

1.1 Knorpel

Knorpel gehért zu den Binde- und Stitzgeweben und besteht aus Knorpelzellen (Chondrozy-
ten) und Extrazellularmatrix (EZM). Die EZM setzt sich im Wesentlichen aus Proteoglykanen
(PG) und Kollagen zusammen und wird von den Chondrozyten produziert. Knorpel ist druck-
und biegungselastisch; das bedeutet, dass er bis zu einem gewissen Grad komprimierbar,
biegsam und torquierbar ist. Beim Nachlassen der Druck-, Zug- und Biegungskrafte gewinnt
der Knorpel seine Ausgangsform zurlick. In Gelenken beginstigt Knorpel das Gleiten der
Skelettelemente (Leonhardt, 1990; Lillmann-Rauch, 2003).

Knorpel ist geféaB- und nervenfrei. Die Ernahrung erfolgt durch Konvektion von der Knorpel-
oberflache her (beim Gelenkknorpel Gber die Synovialflissigkeit). Knorpel hat nur eine gerin-
ge Stoffwechselaktivitdt (Leonhardt, 1990; Lillmann-Rauch, 2003). Entsprechend der Zu-
sammensetzung seiner EZM lassen sich drei Knorpelarten unterscheiden: Faserknorpel,
elastischer Knorpel und hyaliner Knorpel. Der Gelenkknorpel gehért zu den hyalinen Knor-
peln (Abb. 1). Hyaliner Knorpel weist eine hohe Druckelastizitat auf. Die Kollagenfasern be-
stehen hauptséachlich aus Typ-llI-Kollagen; in geringen Mengen kommen auch die Kollagen-
typen VI, IX, Xl, Xl und XIV vor (Goldring, 2000). Typ-Il-Kollagen bildet im Gelenkknorpel bis
zu 100 nm dicke Fibrillen. Die PG des hyalinen Knorpels (hauptséchlich Aggregan) enthalten
Chondroitin- und Keratansulfat und bilden lange Aggregate, die wiederum mit Kollagen inter-
agieren. Durch die polyanionische Struktur der PG lagern sich Wasser und lonen an. Durch

diese starke Hydratisierung kommt es zu einer immensen VolumenvergréBerung und zum
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biomechanischen Effekt der StoBdampferfunktion des Gelenkknorpels (Leonhardt, 1990;
Lillmann-Rauch, 2003).
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Abb.1 Hyaliner Knorpel. Chondrozyten, oft in Gruppen liegend, umgeben von einer stark
basophilen (hohe Konzentration von Proteoglykanen) Matrix (Knorpelhof, Territorium).
Ein Chondrozyt bzw. eine isogene Chondrozytengruppe samt umgebendem Knorpelhof
wird als Chondron bezeichnet, die StraBen dazwischen als Interterritorien. Die Kollagen-
fibrillen hyalinen Knorpels sind lichtmikroskopisch nicht zu erkennen (aus Lalimann-
Rauch R. Histologie 2003, Georg-Thieme-Verlag, Stuttgart).

1.2 Diarthrosen

Diarthrosen sind echte Gelenke, deren Charakteristikum ein Gelenkspalt ist. Sie bestehen
aus Gelenkkorpern, deren Gelenkflachen von hyalinem Knorpel (berzogen sind, sowie aus
einer Gelenkkapsel, die das Gelenk umschliet (Abb. 2). Die Kapsel besteht aus einer duBe-
ren bindegewebigen Schicht aus festem Kollagen (Membrana fibrosa) und einer inneren
Schicht aus lockerem Bindegewebe (Membrana synovialis). Die Membrana synovialis besitzt
zwei Zelltypen: Typ A Synoviozyten haben Makrophagencharakter und sind positiv fur das
Oberflachenmolekil CD68; Typ B Synoviozyten haben Fibroblastencharakter und sind fur
die Produktion von Proteinasen, Kollagenasen, Hyaluronsaure und Prostaglandinen verant-
wortlich. Die subsynoviale Schicht enthalt zahlreiche Mechano- und Nozizeptoren und ist im
Wesentlichen verantwortlich fiir die bei Entziindung und Gelenkerglissen auftretenden Ge-
lenkschmerzen. Die Synovialflissigkeit (Synovia) besteht aus einem Ultrafiltrat des Blutse-
rums, dem die Produkte der Synoviozyten beigemischt sind. Sie erflllt zwei wichtige Funkti-
onen: sie erndhrt den Gelenkknorpel und sorgt auBerdem durch ihre hohe Viskositat fir die
Lubrikation der Gelenkflachen und somit fir das reibungsfreie Gleiten der Gelenkkérper (Le-
onhardt, 1990; Lillmann-Rauch, 2003).
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Periost

Stratum synoviale

Stratum fibrosum
Gelenkhdhle
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Abb.2 Schema einer Diarthrose. Die Gelenkkapsel besteht aus zwei Schichten: dem
auBeren Stratum fibrosum und dem inneren Stratum synoviale. Die beiden interagieren-
den Knochen sind mit hyalinem Gelenkknorpel bedeckt (aus Junqueira C. Histologie
2001, Springer-Verlag, Heidelberg).

1.3 Arthrose

Als Arthrose bezeichnet man eine degenerative Gelenkerkrankung, bei der es zu einer Zer-
stérung des Knorpelgewebes mit sekundarer Knochenlasion und entzindlich bedingter
Schrumpfung der Gelenkkapsel kommt. Arthrosen gehen meist mit Schmerzen, Schwellung,
Bewegungseinschréankung und Deformierung der Gelenke einher. Bei der aktivierten Arthro-
se kommt es sekundéar durch einen vermehrten Anfall von Knorpelabriebprodukten zu einer
reaktiven Entziindung der Membrana synovialis. Der Verlauf degenerativer Gelenkerkran-
kungen ist langsam progredient (Kramer et al., 2005; Niethard et al., 2005).

Die Arthrose entwickelt sich aus einem Missverhaltnis zwischen Belastung und Belastungs-
fahigkeit des Gelenks. Nach ihrer Atiologie unterscheidet man primare und sekundére Arth-
rosen. Bei der primaren Arthrose tritt die Knorpeldegeneration ohne erkennbare Ursache auf.
Sie kommt meist im héheren Lebensalter vor (Durchschnittsalter 60 Jahre) und ist polyartiku-
lar. Sekundére Arthrosen sind die Folge bestimmter Grundkrankheiten wie angeborener Ge-
lenkdeformitaten und funktioneller Stérungen. Sie kénnen postentzindlich (z.B. bei rheuma-
toider Arthritis) oder posttraumatisch auftreten und sind in der Regel oligoartikular (Kramer et
al., 2005; Niethard et al., 2005).

Ausgangspunkt degenerativer Gelenkveranderungen ist der Gelenkknorpel. Normalerweise
besteht ein Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der EZM des Gelenkknorpels. Bei
der Arthrose ist dieses Gleichgewicht gestért; es kommt zum verstarkten Abbau der EZM
und somit zur Knorpeldestruktion. Diese Veranderungen kénnen primdr von mechanischen
Noxen, die zu Fissuren und Rissen an der Knorpeloberflache fiihren, oder durch reduzierte
PG-Synthese sowie Stimulierung der EZM-abbauenden Enzyme von den Chondrozyten sel-
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ber ausgehen. Unabhangig vom primaren Geschehen entwickelt sich ein Wechselspiel zwi-
schen mechanischer und enzymatischer Zerstérung des Gelenkknorpels (Zilch et al., 1989).
Morphologisch verlauft die Arthrose in vier Stadien: Im Stadium | fihren proteolytische Ver-
anderungen zu multiplen Fissuren, wodurch es zu einer oberflachlichen Auffaserung (Fibrilla-
tion) des Gelenkknorpels kommt. Durch die Veranderung der Knorpelgrundsubstanz kommt
es zu einer Héhenabnahme des Knorpelgewebes und somit zu einer Verschmalerung des
Gelenkspalts (Abb. 3a).

Im Stadium Il fihren die Scherkréfte, die auf die Fissuren einwirken, zu Einrissen bis in den
Bereich des subchondralen Knochens (Knorpelusurierung). Dabei kommt es zum Abriss von
PG-Bruchstlicken, die fur die Entstehung der sekundéaren Synovitis von Bedeutung sind. An
den Rissrandern proliferieren die restlichen Chondrozyten zu kleinen Zellhaufen (Brutkapseln
oder Chondrozytenclustern). Da sich die Diffusionsstrecke durch die Einrisse stark verkurzt
hat, teilen sich die Chondrozyten rasch. Der Versuch der Knorpelregeneration ist jedoch ver-
geblich, da die Chondrozyten in den Clustern nicht in der Lage sind, EZM zu produzieren
und die Arthrose somit fortschreitet. Durch die beschriebenen Vorgange kann der zerstorte
Gelenkknorpel seine Funktion als Druckauffanglager nicht mehr erfillen. Dadurch kommt es
zu knéchernen Umbauvorgéangen: auf die subchondrale Knochenschicht wird nun unge-
dampft der auf das Gelenk einwirkende Druck Ubertragen, wodurch es zur Neubildung von
Knochengewebe und somit zu einer Verbreiterung und Verdickung des subchondralen Kno-
chens kommt (réntgenologisch sichtbare subchondrale Sklerose, Abb. 3b).

Im Stadium Il ist der Gelenkknorpel véllig zerstért und bis auf eine subchondrale Knochen-
schicht abgerieben, die auch als ,Knochenglatze* bezeichnet wird. In der Knochenglatze
befinden sich regelmaBig kleinere Nekrosen, die von aus dem darunterliegenden Markraum
eindringenden Makrophagen resorbiert werden. Ubrig bleiben mit Blut- und Nekroseresten
geflllte Zysten (Gerdllzysten). Das randstandige Knochengewebe des Gelenks versucht, der
Uberlastung der Gelenkkdrper mit der Bildung von Randwiilsten (Osteophyten) zur Vergré-
Berung der Gelenkoberflache entgegenzuwirken (Abb. 3c).

Im Stadium IV ist ein Ulkus in der subchondralen Knochenplatte mit direkter Eréffnung des
spongiésen Markraumes entstanden (Niethard et al., 2005; Riede et al., 1993; Zilch et al.,
1989).
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Stadium |
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2005, Georg-Thieme-Verlag, Stuttgart).

Abb.3 Arthrosestadien. Im Stadium | kommt es durch eine H6henabnahme des Knorpel-
gewebes zu einer Verschmalerung des Gelenkspalts (a). Das Stadium Il ist durch Einris-
se bis in den subchondralen Knochen (Knorpelusurierung) und eine Verbreiterung und
Verdickung des subchondralen Knochens (subchondrale Sklerose) gekennzeichnet (b).
Im Stadium Il ist der Gelenkknorpel vollstandig zerstdrt und bis auf eine subchondrale
Knochenschicht abgerieben. Es kommt zur Bildung von mit Blut und Nekroseresten ge-
flllten Zysten. Das randstandige Knochengewebe bildet Randwilste (Osteophyten) zur
VergréBerung der Gelenkoberflache (c), (aus Niethard FP. MLP Duale Reihe Orthopéadie
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Als zentrale Agitatoren der pathologischen Veranderungen werden die proinflammatorischen
Zytokine Interleukin-1beta (IL-1B) und Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), der Transkriptions-
faktor nuclear factor-kappa B (NF-kB) sowie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) angesehen,
die zu einem Uberwiegen kataboler Vorgange mit Verdnderungen der Knorpelmatrix fiihren
(Berenbaum, 2004; Haringman et al., 2004).

Die Pravention degenerativer Gelenkerkrankungen spielt eine zunehmende Rolle. Bewe-
gungsarmut und Adipositas sind zwei wesentliche Férderer degenerativer Gelenkerkrankun-
gen und mussen bei den vorbeugenden MaBnahmen berlcksichtigt werden. Eine kausale
Therapie der primaren Arthrose gibt es nicht. Bei der sekundéaren Arthrose richtet sich die
Therapie nach der zugrunde liegenden Ursache. Somit ist die Behandlung der Arthrose
symptomatisch ausgerichtet und orientiert sich an den Hauptsymptomen Schmerz, Schwel-
lung und Bewegungseinschrankung. Zur Schmerzbehandlung und Entziindungshemmung
werden hauptsachlich nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAR) eingesetzt. Zusatzlich kommen
physikalische, krankengymnastische und orthopadische Verfahren zum Einsatz. Als ultima
ratio besteht nach Ausschodpfen aller konservativen Ansatze die Mdglichkeit eines Gelenker-
satzes (Kramer et al., 2005; Niethard et al., 2005).

1.4 Septische Arthritis

Ursache der septischen Arthritis ist der direkte Befall des Gelenks durch pathogene Mikroor-
ganismen. Zu 90% sind die Erreger Bakterien, v. a. Staphylo- und Streptokokken (Ryan et
al., 1997), seltener Viren, Pilze und Protozoen. Der haufigste Erreger der septischen Arthritis
ist Staphylococcus aureus (Josefsson et al., 1999; Varoga et al., 2004; Xu et al., 2004). Die
Erreger kdnnen entweder durch eine offene Gelenkverletzung oder von einem Infektionsherd
in den angrenzenden Weichteilen, im Knochen oder hamatogen im Rahmen einer Septiko-
pyamie in das Gelenk gelangen (Thomas et al., 2001).

Die Entzindung betrifft zunachst die Membrana synovialis (Kramer et al., 2005). Durch die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und proteolytischer Enzyme, die durch die Mikro-
organismen und ihre Produkte induziert wird, kommt es dann auch zu einer Degeneration
des Gelenkknorpels (Carrefio Pérez, 1999). Wie bei der Arthrose sind hierbei hauptséchlich
die inflammatorischen Zytokine TNFa und IL-13 von Bedeutung (Saez Llorens et al., 1991).
Sie induzieren die Freisetzung von Matrixmetalloproteinasen und anderen kollagendegradie-
renden Enzymen in Chondro- und Synoviozyten (Carrefio Pérez, 1999).

1.5 Rheumatoide Arthritis
Unter rheumatoider Arthritis versteht man eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung
des Bindegewebes mit bevorzugtem Befall der Membrana synovialis von Gelenken. Die Ent-

zindung manifestiert sich fast immer an mehreren Gelenken und verlduft chronisch-
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progredient oder in Schiben (Thomas et al., 2001). Eine Sonderform der rheumatoiden Arth-
ritis ist die juvenile rheumatoide Arthritis mit einem Krankheitsbeginn zwischen 0 und 15 Jah-
ren (Imhoff et al., 2006). Am Anfang und im Mittelpunkt der Erkrankung steht eine Entziin-
dung der Membrana synovialis, die erst im weiteren Krankheitsverlauf auf die Gelenkflachen
Ubergreift und so zu einer allmahlichen Zerstérung des Gelenkknorpels, der Gelenkkapsel
und des subchondralen Knochens fihrt (Kramer et al., 2005). Bei der Gelenkdestruktion im
Rahmen der rheumatoiden Arthritis spielen Matrixmetalloproteinasen eine Schlisselrolle
(Firestein et al., 1996; Nagase et al., 1996; Nagase et al., 1993).

1.6 Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren

Als Matrixmetalloproteinasen (MMPs) bezeichnet man eine Familie substratspezifischer En-
dopeptidasen unterschiedlicher Struktur, denen ein ionisiertes Zinkatom im aktiven Zentrum
gemeinsam ist. Durch Spaltung von Peptidbindungen sind sie zur Proteindegeneration und
somit zum Abbau von EZM fahig. Bislang sind 25 verschiedene Matrixmetalloproteinasen
bekannt, die nach ihrer Substratspezifitat, primaren Struktur und Lokalisation in der Zelle in
mindestens finf Untergruppen unterteilt werden kénnen. Man unterscheidet Kollagenasen,
Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine und Membran-Typ-Matrixmetalloproteinasen, wobei
es auch Uberschneidungen zwischen den einzelnen Unterklassen gibt (Murphy et al., 2002).
Endogene Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen sind die Tissue Inhibitors of Matrixmetal-
loproteinases (TIMPs). Man unterscheidet vier verschiedene TIMPs, die die Aktivitat der
Matrixmetalloproteinasen kontrollieren.

Matrixmetalloproteinasen spielen eine Schlisselrolle bei der Pathogenese der Arthrose
(Monfort et al., 2006) und anderer Arthritiden (Firestein et al., 1996; Nagase et al., 1996; Na-
gase et al., 1993). Das Gleichgewicht zwischen Matrixmetalloproteinasen und TIMPs ist von
zentraler Bedeutung bei der Erhaltung des Knorpels; Uberwiegen die Matrixmetalloproteina-
sen gegenuber ihren Inhibitoren, kommt es zur Knorpeldestruktion (Yoshihara et al., 2000).
Mit ihrer Fahigkeit zum Abbau unterschiedlicher extrazellularer Faserstrukturen nehmen
Matrixmetalloproteinasen an den verschiedensten Umbauprozessen des Gewebes teil, so
dass ihnen auch bei physiologischen Prozessen wie dem Wachstum, der Differenzierung
und dem physiologischen Abbau von Gewebe eine wichtige Bedeutung zukommt (Hoheisel
et al., 2004). Ihre Hyperaktivitat bei Krankheiten wie der Arthrose ist auf eine gestérte Regu-
lation zurickzufuhren (Murphy et al., 2002). Am Beispiel der Arthrose zeigt sich diese gestor-
te Regulation durch eine Hochregulation der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und TNFa
(Berenbaum et al., 2004; Goldring et al., 2000; Haringman et al., 2004), die eine gesteigerte
Expression von Matrixmetalloproteinasen in Chondrozyten induzieren (Fernandes et al.,
2002; Vincenti et al., 2002).
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Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13) sind in der Lage, die Tripelhelix von Kollagenfibril-
len der Typen I, Il und Ill zu spalten. MMP-1, die von Chondrozyten und Synoviozyten pro-
duziert wird, gilt als entscheidender Faktor in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis
(Konttinen et al., 1999; Tetlow et al., 2001), spielt aber auch eine wichtige Rolle bei der Arth-
roseentstehung (Lohmander et al., 1994; Shlopov et al., 1997; Stanton et al., 2005; Woess-
ner et al., 1991). Die von Chondrozyten produzierte und bevorzugt Kollagen-Typ-Il spaltende
MMP-13 gilt als wichtigste Matrixmetalloproteinase bei der Arthroseentstehung (Konttinen et
al., 1999; Tetlow et al., 2001).

Gelatinasen (MMP-2, MMP-9) haben eine breite Substratspezifitdt und sind zusammen mit
den Kollagenasen fur den Abbau von Kollagenfibrillen und anderen Bestandteilen der EZM
zusténdig. MMP-2 wird von vielen mesenchymalen Zellen produziert, MMP-9 ist im Gegen-
satz mit Makrophagen und mononukledren Blutzellen assoziiert (Murphy et al., 2002), wird
aber auch von Chondrozyten produziert (Cole et al., 1996; Mohtai et al., 1993; Okada et al.,
1992; Stephenson et al., 1987) und spielt in der Pathogenese der Arthrose eine Rolle (Aigner
et al., 2001; Flannelly et al., 2002; Tetlow et al., 2001).

Stromelysine (MMP-3, MMP-10) haben eine sehr breite Substratspezifitdt und kénnen die
meisten Bestandteile der EZM einschlieBlich PG, Kollagenen und Prokollagenen degradie-
ren. MMP-3 wird von Chondrozyten produziert (Cole et al., 1996; Mohtai et al., 1993; Okada
et al., 1992; Stephenson et al., 1987) und kann sich selbst und andere Matrixmetalloprotei-
nasen wie MMP-1 aktivieren (Nagase et al., 1991). Sie spielt eine wichtige Rolle im Friihsta-
dium der Arthrose (Thibault et al., 2002).

1.7 Trefoil factor family (TFF)-Peptide

Das Trefoil factor family-Peptid 3 (TFF3) ist Mitglied der TFF-Peptid-Familie (Kleeblatt-
Peptide), die drei Vertreter umfasst: TFF1, TFF2 und TFF3. Allen TFF-Peptiden gemeinsam
ist, dass sie gewebespezifisch von Becher- und Epithelzellen der Schleimhaute sezerniert
werden kénnen (Graness et al., 2002; Hoffmann et al., 2005; Hoffmann et al., 2002; Sands et
al., 1996) und durch Interaktion von Muzinen fir die Viskositat mukdser Sekrete verantwort-
lich sind (Thim et al., 2002).

Eine Trefoildoméane ist durch eine Sequenz von 38 oder 39 Aminosauren definiert, in der
sechs Cysteine in einer 1-5-, 2-4- und 3-6-Konfiguration verkn(pft sind (Thim et al., 2005).
Dadurch entsteht eine charakteristische dreiblattrige Struktur (Kleeblatt). TFF1 und TFF3
enthalten eine Trefoildomane (Monomer), TFF2 besitzt zwei Doméanen. Die Gene flr die
TFF-Peptide liegen in einer 55 kb groBen Region auf Chromosom 21g22.3 (Seib et al.,
1997).

TFF-Peptide haben vielfaltige physiologische Funktionen. Sie kdnnen direkt mit Muzinen
interagieren (Tomasetto et al., 2001) und sind somit fir die viskoelastischen Eigenschaften
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von mukdsen Sekreten verantwortlich (Thim et al., 2002). AuBerdem haben TFF-Peptide
antiapoptotische (Chen et al., 2000; Hoffmann et al., 2002; Kinoshita et al., 2000; Lalani et
al., 1999; Taupin et al., 2000) Eigenschaften, férdern die Migration von Epithelzellen in vitro
(Dignass et al., 1994; Oertel et al., 2001) und kénnen die Streuung von Zellen induzieren
(Emami et al., 2001; Williams et al., 1997), wodurch ihnen protektive und regenerative Funk-
tionen zukommen. Im Rahmen der Wundheilung sind TFF-Peptide an pathologischen Pro-
zessen in Schleimh&uten und an chronisch entzindlichen Erkrankungen beteiligt (Hoffmann
et al., 2002; Hoffmann et al., 2001; Wright et al., 1998). Ferner sind sie an der Immunantwort
beteiligt (Baus-Loncar et al., 2005; Cook et al., 1999) und kénnen chemotaktisch wirken
(Chwieralski et al., 2004). Die zellspezifische Expression und Sekretion der TFF-Peptide wird
durch verschiedene Faktoren reguliert (Emami et al., 2004), z.B. durch den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF), Hormone (Progesteron, Ostrogene) und proinflammatorische Zyto-
kine (TNFa, IL-18, IL-6).

Das in der vorliegenden Arbeit ndher untersuchte TFF3 besteht aus 59 Aminos&ureresten
mit einer GroBe von etwa 6,5 kDa. TFF3 liegt nativ als Dimer vor, das Uber eine Disulfidbri-
cke stabilisiert wird, die von zwei Cysteinresten gebildet wird (Abb. 4). TFF3 wurde zunachst
unter dem Namen ITF (Intestinal Trefoil Factor) beschrieben (Wiede et al., 1999). Es wird im
Gastrointestinal- (Dignass et al., 1994; Wiede et al., 1999) und Respirationstrakt (Jagla et al.,
1999; Wiede et al., 1999), im Uterus (Hauser et al., 1993), der Mamma (Poulsom et al.,
1997), in Hypothalamus und Hypophyse (Jagla et al., 2000; Schwarz et al., 2001) sowie im
Hippocampus, im temporalen Kortex und Cerebellum (Hinz et al., 2004), in der Konjunktiva
(Jagla et al., 1999; Langer et al., 2001; Langer et al., 1999), in den ableitenden Tranenwegen
(Paulsen et al., 2002) und in den Speicheldriisen (Devine et al., 2000) gebildet.
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Abb.4 Struktur eines Dimers von humanem TFF3. Durch die Verknipfung von sechs
Cysteinen in einer 1-5-, 2-4- und 3-6-Konfiguration entsteht die charakteristische drei-
blattrige Struktur der Trefoildoméane (aus Thim et al., 1995).
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1.8 Ziele

Steven et al. (2004) beschreiben, dass TFF3 in der gesunden avaskuldren Kornea auf
mRNA-Ebene und auf Proteinebene nicht nachweisbar ist, jedoch unter pathologischen Be-
dingungen bei verschiedenen kornealen Erkrankungen induziert wird. Aufgrund der bekann-
ten antiapoptotischen und motogenen Wirkungen von TFF3 wird die TFF3-Bildung hierbei
als Protektionsmechanismus gegen die progressive Gewebezerstérung bei den untersuchten
Hornhauterkrankungen (Keratokonus, Fuchs’sche Epitheldystrophie, herpetische Keratitis)
angesehen (Steven et al., 2004).

Paulsen et al. (2008) zeigen in vitro und in vivo die Bedeutung von TFF3 fir die korneale
Wundheilung an der Augenoberflache von Mausen. Die TFF3-Bildung wird in der intakten
Kornea nach Verletzung des Epithels induziert. Die Applikation von rekombinantem TFF3
beschleunigt signifikant die korneale Wundheilung in vitro und in vivo. TFF3 hat demnach
einen férdernden Einfluss auf Wundheilungsprozesse in der avaskularen Kornea (Paulsen et
al., 2008).

Die von Paulsen et al. (2008) erhobenen Ergebnisse flhrten zu der Hypothese, dass TFF3
moglicherweise auch in anderen avaskularen Geweben wie dem Gelenkknorpel eine protek-
tive Wirkung haben kénnte und somit in rekombinanter Form als potentielles Therapeutikum
bei degenerativen Erkrankungen des Gelenkknorpels zum Einsatz kommen kénnte. Ziel die-
ser Arbeit ist daher der potentielle Nachweis von TFF3 im Gelenkknorpel und der Membrana
synovialis beim Gesunden sowie die Untersuchung einer potentiell protektiven Funktion von
TFF3 in der Pathophysiologie der Arthrose und der septischen Arthritis.
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2 Materalien und Methoden

2.1 Eingesetzte Materalien und Chemikalien

2.1.1 Allgemeine Materialien
BSA

Filterpapierscheibchen
Gelkassetten

Hybond-ECL

Hyperfilm ECL

Immobilon P-Membran
Milchpulver (Sucofin)
Neubauer-Zahlkammer
Nitrocellulose Membran

PCR Softtubes

Petrischalen

Pipette 5, 10, 50 ml
Pipettenspitzen, blau 100-1000 pl
Pipettenspitzen, gelb 5-100 pl
Pipettenspitzen, kristall 0,5-10 pl
6-Well-Platten

24-Well-Platten
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Zellschaber
Zentrifugenréhrchen

2.1.2 Verwendete Geréte

Brutschrank

Dot Blot
PCR

Real Time PCR

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Whatman Filterpapier Nr. 1450 070
Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Biosciences, NJ, USA
Amersham Biosciences, NJ, USA
Milipore, MA, USA

TSI Trade Service Int., Zeven
Marienfeld

Kodak BioMax MS-1 Film
Biozym, Oldendorf

Greiner bio-one, Solingen
Greiner bio-one, Solingen

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf

TPP, Schweiz

TPP, Schweiz

Greiner bio-one, Solingen
Greiner bio-one, Solingen
Greiner bio-one, Solingen
Greiner bio-one, Solingen

Forma Series Il Water Jacketed CO,-
Incubatio Hepa Class 100
ChemiDoc-It Imaging System, UPV
PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Mastercycler gradient Eppendorf
PTC-200 DNA Engine Cycler
CDF-3200 Opticon 2 Detector MJ
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Real Time PCR-Software
Speed Vac
Spektrometer

Sterilbank

2.1.3 Chemikalien

Agarose

Amphotericin B

Annexin-V Assay

Aquatex

Avidin/Biotin Blocking Kit
biotinylierter Zweitantikdrper
Biotrak ELISA System
Caspase-Glo 3/7 Assay
Chlorophorm

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

DNA Ladder (100 bp)

10nM dNTPs

0,1 M DTT (1,4 Dithiothreitol)
EDTA

Ethanol (99,8%)
Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Entwickler-6 Fixierldsung

(GBX Developer&Fixer Twin Pack)
Fetales Kalberserum (FCS)

5x First Strand Buffer

Gentamycin

Isopropanol

Medium: DMEM/HAM’s F12
B-Mercaptoethanol

Methanol (100%)
50mM MgCl;

Opticon Monitor 2 MJ Research
Genevac SF50, Biometra
Ultrospec 3300pro Amersham
Bioscience, NJ, USA

Thermo electon corporation Holton

Lamin Air

Biozym, Oldendorf

Biochrom, Berlin

Biovision, CA, USA

Merck KGaA, Darmstadt

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Amersham Biosciences, NJ, USA
Promega, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Promega, WI, USA

Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Biochrom, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
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0,9% NaCl
10xPCR Rxn Buffer
Penicillin/Streptomycin

Platinum SYBR-Green gPCR SuperMix
RevertAidReverseTranscriptase
RNAse-Free Water

RNAse Inhibitor

RNeasy Mini Kit

RQ1 DNAse 10xReaktion-Buffer
RQ1 DNAse Stop-Solution

RQ1 RNAse-Free DNAse (1 Unit/pl)
Sekundarantikdrper

Strept ABComplex/HRP

Taq DNA Polymerase (5 Units/pl) Kit
Trizol Reagent

Trypsin-EDTA

Western Blotting Luminol Reagent
Xylol

2.1.4 Lésungen
TBS-Stammlésung

TBS-Gebrauchslésung

TBS/TBS-T far 10000 ml

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Quiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe

6,1 g TRIS (Trishydroxymethylamino-
methan) in 50 ml H,O dest. l6sen,

37 ml einer 1N HCI-Lésung hinzu-

figen, auf 1 L mit H,O dest. aufflllen, pH-
Wert auf 7,6 (+/-0,2) einstellen

100 ml TBS-Stammlésung und 900 ml
0,85%ige NaCl-Lésung gut mischen, pH-
Wert auf 7,3 einstellen

8 g NaCl+0,2 g KCI+3 g TRIS mischen,
pH-Wert auf 7,4 mit HCI-Lésung einstel-
len, mit Reinstwasser auf 1000 ml auffal-
len, fir TBS-T 1 ml Tween dazugeben
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PBS 0,4 g KCI, 8 g NaCl, 0,3 g NaHCOZ3, 1g
Glucose, 0,2 g EDTA in 1 L H,O dest. 16-

sen, steril filtrieren und autoklavieren

2.2 Zellbiologische Methoden: Zellkultur

2.2.1 Chondrozytenzelllinie C28/12

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Chondrozytenzelllinie C28/I12 verwendet. Dabei
handelt es sich um eine immortalisierte humane Rippenknorpelzelllinie, die aus dem Rippen-
bogen eines 15jahrigen Madchens stammt und zwecks einer Immortalisierung mit dem Simi-
an Virus 40 (SV40) transfiziert wurde (Goldring et al., 1994). Rippenknorpel gehért wie Ge-
lenkknorpel zu den hyalinen Knorpeln. Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Frau Prof.
Mary Goldring, Hospital for Special Surgery, New York, NY, USA zur Verfligung gestellt.

2.2.2 Primé&re Chondrozyten

Aus der Universitatsklinik und Poliklinik fir Orthopadie und Physikalische Medizin der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg wird Gelenkknorpel, der Patienten mit fortgeschrittener
Arthrose im Rahmen eines Gelenkersatzes oder —teilersatzes entnommen wird, zur Verfa-
gung gestellt. Der Knorpel stammt aus makroskopisch gesund erscheinenden Arealen des
Tibiaplateaus oder der Femurkondylen und wird fir die Zellkultur umgehend postoperativ
aufbereitet. Die Untersuchungen erfolgen nach Zustimmung der Ethik-Kommission der me-
dizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg.

2.2.3 Knorpelgewebe

Aus der Universitatsklinik und Poliklinik fir Orthopédie und Physikalische Medizin der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg werden drei Patienten (weiblich, 57 Jahre; weiblich, 80
Jahre; méannlich, 67 Jahre) mit fortgeschrittener Arthrose Knorpelstanzen aus dem Tibiapla-
teau oder den Femurkondylen im Rahmen eines Gelenkersatzes oder —teilersatzes ent-
nommen und umgehend postoperativ mit Stimulantien behandelt.

Aus dem Institut fir Rechtsmedizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf wird ,ge-
sunder” Gelenkknorpel verwendet. Mit einer Knorpelstanze werden Knorpelstanzen von drei
verschiedenen Personen (ménnlich, 40 Jahre; mannlich, 34 Jahre; mannlich, 37 Jahre) ent-
nommen, die zum Zeitpunkt des Todes nicht alter als 40 Jahre waren. Der Gelenkknorpel
zeigt makroskopisch keine degenerativen Veranderungen.
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2.2.4 Synoviozytenzelllinien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden zwei immortalisierte humane Synoviozytenzellli-
nien verwendet. Die Synoviozytenzelllinie K4IM stammt aus der Membrana synovialis eines
gesunden Spenders und wurde mit dem SV40 T-Antigen (TAg) immortalisiert (Haas et al.,
1997), die Synoviozytenzelllinie HSE wurde aus der Membrana synovialis einer 24jahrigen
Patientin mit rheumatoider Arthritis gewonnen und ebenso mit dem SV40 T-Antigen (TAgQ)
immortalisiert (Aicher et al., 1999). Die Zelllinien wurden freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. Thomas Pufe, Institut fir Anatomie I, Rheinisch-Westfélische Technische Hochschule
Aachen zur Verfugung gestellt.

2.2.5 Primé&re Synoviozyten

AuBerdem werden primare Synoviozyten untersucht, die aus der im Rahmen einer Synovek-
tomie entnommenen Membrana synovialis eines Patienten (mannlich, 15 Jahre) mit juveniler
rheumatoider Arthritis gewonnen wurden. Die Zellen wurden freundlicherweise von Frau PD
Dr. Dagmar Riemann, Institut fir Medizinische Immunologie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg zur Verfligung gestellt.

2.2.6 Synovialgewebe

Ebenfalls von Frau PD Dr. Riemann, Institut fir Medizinische Immunologie, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg wurde Membrana synovialis sechs verschiedener Patienten mit
rheumatoider Arthritis (weiblich, 73 Jahre; weiblich, 72 Jahre) und deren juveniler Form
(mannlich, 15 Jahre; weiblich, 27 Jahre; weiblich, 11 Jahre; weiblich, 9 Jahre) zur Verfligung
gestellt, die den Patienten im Rahmen einer Synovektomie entnommen wurde.

AuBerdem stehen Gewebeproben gesunder Membrana synovialis zur Verfligung, die im
Rahmen der von Paulsen et al. 2002 publizierten Ergebnisse wahrend klinisch indizierter
Arthroskopien entnommen wurden.

Aus der Universitatsklinik und Poliklinik fir Orthopédie und Physikalische Medizin der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg wird Membrana synovialis von drei Pa-tienten (mann-
lich, 69 Jahre; weiblich, 59 Jahre; weiblich, 67 Jahre) mit fortgeschrittener Arthrose zur Ver-
figung gestellt.

2.2.7 Gewebeschnitte aus Kniegelenken von STR/Ort-Mausen

STR/Ort-Mause sind genetisch pradisponiert, frihzeitig (in weniger als 6 Monaten) arthrose-
ahnliche Lasionen am Gelenkknorpel auszubilden und dienen so als Modell zur Untersu-
chung von Arthrose (Mason et. al, 2001).

Fdr immunhistochemische Untersuchungen stehen Gewebeschnitte von Kniegelenken von

STR/Ort-Mausen verschiedener Altersstufen zur Verflgung, die sich in verschiedenen Arth-
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rosestadien befinden (Tab. 1). Die Schnitte wurden freundlicherweise von Frau PD Dr. Mul-
ler-Hilke, Institut fir Immunologie, Universitat Rostock zur Verfligung gestellt.

Tab.1 Arthrosegrade von STR/Ort-Mausen

Arthrosegrad | Alter, Geschlecht Merkmale
0 4 Monate, keine morphologischen
weiblich Veranderungen
1 9 Monate, Knorpel verschmalert
weiblich (Gelenkspaltverbreiterung)
2 10 Monate, subchondrale Sklerose,
mannlich Knorpelusurierung
3 12 Monate, Zystenbildung, Knorpelaufbrauch,
mannlich Knochenabschliff, Osteophytenbildung

2.2.8 Gewebeschnitte aus Kniegelenken von Balb-c-Mausen

Als Modell zur Untersuchung einer septischen Arthritis stehen im Rahmen der vorliegenden
Arbeit Gewebeschnitte aus Kniegelenken von Balb-c-Mausen zur Verfligung.

Anasthesierten Balb-c-Mausen wurden 10 ul einer 107 colony-forming units Staphylococcus
aureus/m| enthaltenden Suspension in das Kniegelenk injiziert. Nach 6 h erfolgte die Ent-
nahme der Kniegelenke und die Aufbereitung fir immunhistochemische Untersuchungen.
Hierzu wurden die Kniegelenke von anhaftender Haut befreit und fiir eine Woche in 4% For-
maldehyd fixiert. Es folgt die schonende Knochenentkalkung in 10% EDTA. Nach vollstandi-
ger Entkalkung (réntgenologische Kontrolle) werden die Gelenke in Paraffin eingebettet. Die
Herstellung der Praparate erfolgte im Rahmen der von Varoga et al. 2005 publizierten Unter-
suchungen.

Die Gewebeschnitte werden freundlicherweise von Herrn PD Dr. Deike Varoga, Klinik fir
Unfallchirurgie, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel zur Verfligung gestellt.

2.2.9 Medien und Kultivierung
- Medium: DMEM/HAM’s F12 (PAA, Pasching, Austria)
- Zusatz: fetales Kalberserum (FCS)
- phosphatgepufferte Saline (PBS)
- 0,25%ige Trypsin/EDTA-Lésung

Die Zelllinien und Primarzellen werden in Zellkulturflaschen oder -schalen als Monolayer
kultiviert. Dem Medium werden 10% fetales Kélberserum (FCS) zugesetzt. Das Medium fir
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die primaren Chondrozyten enthélt zusatzlich noch jeweils 1% Gentamicin und Amphotericin
und das Medium fur die Synoviozytenzelllinien 1% Penicillin.

2.2.10 Stimulationsversuche

Um den Einfluss bestimmter biochemischer Reize zu untersuchen, werden die verschiede-
nen Zellen mit unterschiedlichen Substanzen stimuliert. Dazu werden sie zunachst 3 h in
serumfreien Medium inkubiert und anschlieBend mit dem jeweiligen Stimulans, gelést in se-
rumfreiem Medium, inkubiert. Eine unstimulierte Kontrolle wird stets mitgefahrt.

2.2.11 Herstellung von Bakterienlberstanden

Der Pseudomonas aeruginosa - Stamm PAQO1 (ATCC 15692) und der Staphylococcus au-
reus - Stamm SA 113 (ATCC 35556) werden Uber Nacht bei 37°C in mit Tripton angereicher-
ter Sojabriihe kultiviert (Oxoid, Basingstoke, England). Danach werden die Bakterienlésun-
gen zusammen mit 10% Schafsblut (Heipha, Eppelheim) auf Columbia-Agar bei 37°C Uber
Nacht inkubiert. Die Bakterien werden ausgezahlt, auf 5x10” CFU/ml angeglichen und zwei-
mal bei 6000 rpm fiir 30 min zentrifugiert. AnschlieBend werden die Uberstande zweimal mit
bakterienundurchlassigen Filtern (0,22 ym PorengréBe, Millipore, Eschborn) filtriert. Durch
Inkubation auf Agar wird die Sterilitdt von Aliquots der Uberstande iiberpriift (Paulsen et al.,
2008).

2.3 RNA-Isolation

2.3.1 aus Zellen (Chloroform-Phenol-Extraktion)

Um RNA aus den Knorpel- und Synovialiszellen zu gewinnen, wird 1 ml Trizol (L6sung aus
Phenol und Guanidin-Isothiocyanat) pro Zellkulturflasche direkt auf die Zellen gegeben,
nachdem das Medium abgenommen wurde. Trizol I6st die Zellen von der Flaschenoberfla-
che und nimmt sie in sich auf. Das Gemisch wird bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren.

Nach dem Auftauen werden 200 pl Chloroform hinzugeben, 5 min bei Raumtemperatur inku-
biert und 15 min bei 10.000 U/min zentrifugiert. Dabei kommt es zu einer Phasentrennung.
Die obere, klare Phase wird abgenommen, in ein geklhltes Eppendorftube Uberfihrt und mit
der gleichen Menge Isopropanol (-20°C) versetzt. Nach griindlichem Mischen erfolgt 10 min
lang die Fallung der RNA bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird 10 min bei 10.000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das Pellet in 50 yl DEPC-Wasser aufge-
nommen. Die in der Probe enthaltene DNA wird nun durch DNAse-Verdau eliminiert. Das Kit
mit dem Enzym und den anderen bendtigten Lésungen stammt von der Firma Promega. Pro

1 pg eingesetzter RNA-L6sung wird 1 pl (entspricht 1 U) DNAse zugegeben. AuBerdem wer-
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den jeder Probe 6 pl einer 10 fachen DNAse-Pufferlésung und 2 pl RNAse-Inhibitorlésung
beigemischt. AnschlieBend wird die Probe zuerst 30 min bei 37°C und dann nach Zugabe
von 6 pl einer Lésung zur Inaktivierung der DNAse 10 min bei 65°C inkubiert. Zur Fallung der
DNA werden 6 ul Na-Acetat [3 M] und 200 ul Isopropanol zugegeben und die Probe an-
schlieBend 30 min bei -20°C inkubiert und dann 30 min bei 10.000 U/min zentrifugiert.

Das Pellet wird zweimal mit kaltem 70%igen Ethanol gewaschen. AnschlieBend wird es in
einer Vakuumpumpe bei Raumtemperatur getrocknet und dann in 30 ul DEPC-Wasser bei
70°C geldst.

Die Konzentrationsmessung erfolgt photometrisch. Dazu wird 1 pl der RNA-L&sung mit 99 pl
DEPC-Wasser gemischt und die Lésung am Photometer bei einer Wellenldnge von 260 und
280 nm vermessen. Ein Verhaltnis von Uber 1,7 der beiden Zahlenwerte deutet auf eine gute
Praparation hin.

2.3.2 aus Gewebe nach dem RNeasy Mini Protokoll (Quiagen)

Zur RNA-Isolierung aus Gewebe wird das RNeasy® Mini Kit der Firma Quiagen eingesetzt.
Das Knorpel- und Synovialgewebe wird in flissigem Stickstoff schockgefroren und die Pro-
ben bis zur RNA-Isolierung bei -80°C gelagert. Da sich Gewebe nur schwach oder gar nicht
in herkdbmmlichen Geraten homogenisieren lasst, muss es zuerst unter Stickstoffkiihlung in
einem Archatmdrser pulverisiert werden. Die zu verarbeitenden Proben werden aus -80°C in
flissigen Stickstoff Gberfihrt. Auch Mérser und StéBel werden kurz im Stickstoff vorgekdhlt.
Die Gewebeprobe wird im Mérser zerstoBen und dann mit einem kleinen Spatel in ein 2 ml
Eppendorf-Tube Uberflhrt.

Dem Pulver wird nun RLT-Puffer (10 yl Mercaptoethanol/1 ml RLT) beigemischt, wobei fir
eine Menge von ca. 30 mg Gewebe 350 pl RLT benétigt werden. AnschlieBend wird das
Gemisch im Ultrathurax zerkleinert und 3 min bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wird in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube Uberfihrt und mit 350 pl Ethanol vermischt. Die Probe wird
nun auf eine RNeasy-Minisdule gegeben und 15 sec bei 10.000 U/min zentrifugiert. Der
Durchfluss wird verworfen und anschlieBend werden 10 yl DNAse in 70 yl RDD-Puffer auf
die Saule gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden 350 pyl RW1-
Puffer zugeflgt und die Probe 15 sec bei 10.000 U/min zentrifugiert. Die RNeasy-Minisédule
wird in ein neues Sammel-GefaB gegeben und zweimal mit 500 pyl RPE-Puffer gewaschen.
Nachdem die Saule wiederum in ein neues Sammel-Tube gegeben wurde, werden 30 pl
RNAse-freies Wasser hinzugeftgt und anschlieBend 1 min bei 10.000 U/min zentrifugiert.
Zuletzt erfolgt die photometrische Konzentrationsbestimmung wie bereits bei der Chloroform-
Phenol-Extraktion beschrieben (2.3.1).
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2.4 Reverse Transkription
Zum Umschreiben der RNA in cDNA wird das RevertAidReverseTranscriptase-Kit von Fer-
mentas eingesetzt.

Der Reaktionsansatz sieht dabei folgendermaBen aus (Tab. 2):

Tab.2 Standardprotokoll Reverse Transkription

Volumen
2 ug RNA X ul
Primer OligoT 1l
DEPC- H,0 11 pl-x pl
Gesamtvolumen 12 pl

Dieser Ansatz wird 5 min bei 70°C denaturiert und zum Abklhlen auf Eis gestellt. Anschlie-
Bend werden je 8 ul des Mastermixes (Tab. 3) zu jedem Ansatz hinzugegeben.

Tab.3 Zusammensetzung Mastermix

Volumen
5 x Puffer 4 ul
0,iM DTT 2l
10mM dNTPs 1l
Reverse Transkriptase 1 ul
Gesamtvolumen 8 ul

Der Ansatz wird flr eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 20 ul DEPC-
Wasser aufgeflllt. Mit der eingesetzten Menge an RNA und der Geschwindigkeit des En-
zyms lasst sich eine Endkonzentration von 1 pg/ml cDNA angeben.

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction=PCR) ist eine in vitro Technik,
mit der man gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen flankiert wer-
den, vervielfaltigen kann. Durch eine hitzestabile Polymerase kénnen mehrere Zyklen aus
Aufschmelzen (Denaturierung) des DNA-Doppelstrangs, Anlagerung (Annealing) sequenz-
spezifischer Oligonukleotide mit einem freien 3° OH-Ende (Primer) an die Ausgangs-DNA
(Template) und Synthese des komplementéren Strangs (Elongation) nacheinander ablaufen.
Am Ende jedes Zyklus ist die DNA-Menge (nahezu) verdoppelt worden. Das PCR-Produkt
kann durch Agarose-Gelelektrophorese anhand seiner GroBe identifiziert werden.
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In der vorliegenden Arbeit werden je 1 pg cDNA mit folgendem Reaktionsansatz inkubiert

(Tab. 4):

Tab.4 Reaktionsansatz PCR

Volumen
cDNA 2 ul
Primer Mix 0,6 pl
10mM dNDPs 0,6 ul
10 x Puffer (-MgCl,) 3ul
50mM MgCl, 0,9 ul
RNAse-freies H,O 22,72 ul
Taqg-Polymerase 0,18 ul
Gesamtvolumen 30 pl

Das Kit fur die PCR stammt von der Firma Invitrogen.

Es wird ein PCR-Programm mit 40 Reaktionszyklen angewendet, die einzelnen Reaktions-

schritte sind wie folgt festgelegt (Tab. 5):

Tab.5 Reaktionsschritte PCR

Schritt Temperatur Zeit
1 Denaturierung 95°C 40 sec
Annealing 56°C 40 sec
3 Elongation 72°C 40 sec
40 Zyklen Schritt 1-3

Fir die PCR werden folgende Primer verwendet (Tab. 6):

Tab.6 Primer PCR

antisense | 5 — CGT TAA GAC ATC AGG CTC CAG -3

Primer Sequenz ProduktgréBe

Aktin | sense 5 -- CAA CAG ATG GCC ACGGCTGCT -3 275 bp
antisense | 5 —TCC TTC TGC ATC CTG TGC GCA -3’

TFF3 | sense 5 —CTG CCA GCC AAGGACAG-7 303 bp
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2.6 Real-time RT-PCR

Die real-time-PCR ermdglicht es, wahrend der PCR-Reaktion kontinuierlich die gebildete
Produktmenge zu verfolgen. Der dem Ansatz beigeflgte Farbstoff SYBR®-Green interkaliert
spezifisch in doppelstrangige DNA und hat so gebunden eine héhere Fluoreszenzintensitat
als im freien Zustand. Die Fluoreszenzintensitat wird zum Ende jedes Elongationsschritts
gemessen. Interessant ist der CT-Wert (Threshold-Cycle), an dem das Fluoreszenzsignal
signifikant hdéher liegt als der Fluoreszenzhintergrund. Er befindet sich im exponentiellen Teil
der Amplifikation und wird umso schneller erreicht, je mehr template-DNA sich im Ansatz
befindet. Nach Beendigung der Reaktion wird durch schrittweises Erhdhen der Temperatur
und der gleichzeitigen Messung der Fluoreszenzintensitéat eine Schmelzkurve angelegt, in
deren ersten Ableitung ein reines Produkt als Peak detektiert wird. Primer-Dimere ergeben
flache Peaks bei niedrigen Temperaturen.

Die erhaltenen Werte mussen fir die Quantifizierung mit den Werten eines mitgefihrten in-
ternen Standards, z. B. den Werten von Referenzgenen (Housekeeping-Gene wie (3-Aktin
oder 18s rRNA) in Relation gesetzt werden.

Fir die Real-time PCR werden nachfolgende Mengen eingesetzt (Tab. 7) und amplifiziert
(Tab. 8). Die verwendeten Primer sind in Tabelle 9 gezeigt.

Tab.7 Reaktionsansatz Real-time PCR

Volumen
SYBR-Green gPCR Supermix 12,5 pl
PCR- H,0 6,5 ul
Primermix 1 pl
cDNA (Verdiinnung 1:200) 5ul
Gesamtvolumen 25 ul
Tab.8 Amplifikationsschritte
Schritt Temperatur Zeit
1 | Denaturierung | 95°C 30 sec
Annealing primerspezifisch 45 sec
Elongation 72°C 15 sec
40 Zyklen, Schritt 1-3
Schmelzkurve | 55°C-95°c 1 sec jeweils 0,5°C
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Tab.9 Primer Real-time PCR

Primer Sequenz Produkit-
gréBe
18S- sense 5-ACTCAACACGGGAAACCTCACC-3’ 111 bp
rBRNA | antisense 5-CAAGAGATGGCCACGGCTGCT-3’
TFF3 sense 5 — AAT GCA CCT TCT GAG GCACCT -3’ 172 bp
antisense 5 — CGT TAA GAC ATC AGG CTC CAG AT -3’
TFF3 sense 5 — AAT GCA CCT TCT GAG GCACCT -3’ 172 bp

antisense 5 - CGT TAA GAC ATC AGG CTC CAG AT -3

TFF3 sense 5 -CTGCAGTGCCTTCGTGTTTC -3 230 bp
antisense 3 -GGAGCATGG GACCTTTATTC -3

TFF3 sense 5 — AGA GAA CAG CAGCCACAGC-73 232 bp
antisense 5 —TTT GCA GAC AGG CCC ACGTAC-3

TFF3 sense 5-CTTGCTGTCCAGCTCT-3 123 bp
antisense 5 -CCGGTTGTTGCACTCCTT -3

TFF3 sense 5 -TGC TGC TTT GAC TCC AGG ATC -3’ 236 bp
antisense 5 — ATT CGT TAA GAC ATC AGG CTC CAG -3’

TFF3 sense 5 -CCTTGC CCG GCTGTGA-3 64 bp
antisense 5 — CGG GAG CAAAGG GACAGAA-3

2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Proben werden im Anschluss an die Reaktion in einem 2%igen Agarose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Dem Gel wird 1 pl pro 100 ml Gel an Ethi-diumbromid zur De-
tektion zugesetzt. Der Gellauf erfolgt in TAE-Puffer bei einer Spannung von ca. 1,5 V/cm2
Die Banden werden dann durch Fluoreszenz bei 366 nm auf einem UV-Transilluminator
sichtbar gemacht und mit Hilfe der Herolab. E.A.S.Y. 429K Photo-Dokumentationsanlage
digital abgespeichert und ausgedruckt.

2.8 Dot Blot

Bei dieser Methode werden flr einen spezifischen Nachweis Proteinproben punktférmig auf
eine Membran gesaugt. Dazu wird ein Dot-Blotter mit kleinen Léchern eingesetzt, der mit
einer Saugpumpe in Verbindung steht.
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2.8.1 Dot Blot mit Hybond ECL-Membran

Die Nitrocellulosemembran wird zuerst 15 min in TBS-T aquilibriert und dann in die Vakuum-
Apparatur (Biometra, Deutschland) eingelegt; die Titerplatte dartber wird mit Schrauben fi-
xiert. Nachdem ein schwaches Vakuum von ca. -50 mbar angelegt wurde, wird die Membran
zweimal mit TBS-T gewaschen. Nun werden unter ausgeschaltetem Vakuum jeweils 250 pl
der Proben in die einzelnen Slots pipettiert.

Fur den Dot Blot werden Mediumiberstédnde der Zellkulturen benutzt. Sie werden nach dem
jeweiligen Stimulationsexperiment abgenommen und bis zur Verwendung bei -80°C eingefro-
ren. Die bendtigte Menge wird nach dem Auftauen abgenommen, zur Abtrennung von Zellen
und Zellbestandteilen 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und erst dann in die Slots aufgetra-
gen.

Nachdem die Proteine der Proben in die Membran gesaugt wurden, wird die Membran drei-
mal mit TBS-T gewaschen und fir 1 h in Blockierungslésung (5% Milchpulver/TBS-T) bei
Raumtemperatur geschwenkt. AnschlieBend wird die Membran bei 4°C Uber Nacht in 2 ml
Antikdrperlésung (rabbit anti-r-TFF3, Verdinnung 1:200 in Blockierungslésung) inkubiert.
Der Antikérper wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Werner Hoffmann, Institut fur
Molekularbiologie und medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg zur
Verfligung gestellt.

Danach wird die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen und 2 h mit dem Sekundér-
antikérper (goat anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology, Verdinnung 1:8000 in Blockierungs-
I6sung) inkubiert. AnschlieBend wird die Membran wiederum dreimal mit TBS-T und einmal
mit TBS gewaschen und fir 5 min in 2 ml Chemilumineszenzlésung (je 1 ml Lésung A und B)
inkubiert.

Die Detektion der Dots auf der Membran erfolgt durch Chemilumineszenz (Chemilumines-
zenz-Kit der Firma Santa Cruz Biotechnology). Der Sekundarantikérper ist mit Meerrettich-
Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) konjugiert, die eine Reaktion katalysiert, in der
Luminol aus der Chemilumineszenzlésung umgesetzt wird und dabei Licht abstrahlt. Dieses
Licht schwarzt einen Fotofilm an denjenigen Stellen, an denen der Sekundarantikérper ge-
bunden hat.

Die Auswertung erfolgt an einem Geldokumentationsgerat der Firma UVP, mit dem es még-
lich ist, die Intensitat der Spots untereinander zu vergleichen. Die Ergebnisse werden gra-
fisch aufgetragen.

2.8.2 Dot Blot mit Milipore Immobilon-P Membran

Die PVDF-Membran wird erst 15 sec mit 100%igem Methanol benetzt, 2 min in destilliertes
Wasser getaucht und dann 10 min in TBS-T aquilibriert. Nach zweimaligem Waschen mit
TBS-T werden jeweils 200 pl der Proben in die Slots aufgetragen.
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Nachdem die Proteine der Proben in die Membran gesaugt wurden, wird die Mem-bran
dreimal mit TBS-T gewaschen, 10 sec in Methanol getaucht und anschlieBend 15 min auf
Filterpapier getrocknet.

Die getrocknete Membran wird nun 1 h bei Raumtemperatur in 4 ml Antikérperlésung (rabbit
anti-r-TFF3, Verdinnung 1:500 in 5% Milchpulver/TBS-T) inkubiert. Nach dreimaligem Wa-
schen mit TBS-T wird 30 min bei Raumtemperatur mit dem Sekundérantikérper (goat anti-
rabbit, Santa Cruz Biotechnology, Verdiinnung 1:8000 in Blockierungslésung) inkubiert.

Der weitere Ablauf entspricht dem des Dot Blots mit Nitrocellulosemembran (2.8.1).

2.9 Immunhistochemie an Gewebe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden Gewebeschnitte aus Kniegelenken von STR/Ort-
Mausen und Balb-c-Mausen fir immunhistochemische Untersuchungen verwendet. Weiter-
hin werden humane Gewebeproben gesunder und arthrotischer Membrana synovialis im-
munhistochemisch analysiert.

Nach Entparaffinierung der Gewebeschnitte mittels Xylol und anschlieBender Rehydrierung
in einer absteigenden Alkoholreihe werden die Schnitte zum Inaktivieren der endogenen Pe-
roxidasen fir 30 min in 3%iger Wasserstoffperoxid-Lésung inkubiert und anschlieBend zur
Effizienzsteigerung der spateren Immunreaktion fir 5 min bei 37°C mit 0,1%iger Trypsinlé-
sung angedaut. Nach dreimaligem Spllen mit TBS werden die Schnitte flr 20 min in Nor-
malserum (Schweineserum, Verdinnung 1:5 mit TBS, DAKO Diagnostika GmbH) inkubiert,
um unspezifische Bindungen abzublocken. AnschlieBend werden die Schnitte fir jeweils 10
min mit einer Avidin- und Biotinblockierungslésung inkubiert, um endogene Avidin- und Bio-
tin-ahnliche Strukturen zu blockieren.

Nach dreimaligem Spulen in TBS wird der Primarantikdrper (rabbit anti-r-TTF3, Verdinnung
1:50 — 1:100 in TBS) aufgetragen und Uber Nacht im Kihlschrank bei ca. 4°C inkubiert. Auf
einem Objekttrager sind jeweils zwei Schnitte aufgebracht. Ein Schnitt dient als Negativkon-
trolle; der andere wird mit dem Primarantikdrper inkubiert.

Am néchsten Tag werden die Schnitte dreimal mit TBS gewaschen und anschlieBend eine
Stunde lang bei Raumtemperatur mit einem biotinylierten Sekundéarantikdrper (swine anti-
rabbit, DAKO Diagnostika GmbH, Verdiinnung 1:300 in TBS) inkubiert. Nach erneutem Spu-
len mit TBS werden die Schnitte 30 min mit einer Lésung inkubiert, die einen mit dem Enzym
Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelten Streptavidinkomplex (AB-HRP-Komplex) ent-
halt. Streptavidin bindet an das Biotin des Sekundarantikérpers und die Peroxidase kataly-
siert eine Reaktion, bei der ein Substrat oxidativ in einen sichtbaren roten Farbstoff umge-
wandelt wird. Die Substratiésung (AEC Chromogen, DAKO Diagnostika GmbH) wird dann
auf die Schnitte aufgetragen, bis ein roter Farbumschlag sichtbar wird. Die Schnitte werden
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anschlieBend dreimal mit Aqua dest. gespdilt und fir 3 min in Hdmalaun nach Meyer gegen-
gefarbt. Dabei werden die Zellkerne blau angefarbt.

Nach wiederholtem Spulen in Wasser werden die Schnitte mit Aquatex, einem alkoholfreien
Medium, eingedeckt.

2.10 Immunhistochemie an Zellkulturen

Fur die immunhistochemische Untersuchung werden die primaren Chondrozyten in 6-well-
Platten auf sterilen Deckgléaschen ausgeséat. Nachdem sie zu 80% konfluent sind, wird das
serumhaltige durch serumfreies Medium ersetzt. Nach 3 h werden die Zellen stimuliert.

Nach Ablauf der Stimulationszeit werden die Zellen mit PBS gespult und anschlieBend mit
4% Paraformaldehyd in TBS auf den Deckglaschen fixiert. Nach dreimaligem Spilen mit
TBS werden die Zellen far 30 min in einer Glycinlésung (1g/100ml) inkubiert.

Im Anschluss werden die Deckglaschen fir 30 min mit Normalserum (Schweineserum,
DAKO Diagnostika GmbH) Uberschichtet. Nach Auftragen der Avidin- und Biotinblockie-
rungslésung wird der Prim&rantikdrper (rabbit anti-r-TFF3, Verdinnung 1:100 in TBS) auf die
Deckglaschen aufgetragen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag werden der
Sekundarantikérper (swine anti-rabbit, DAKO Diagnostika GmbH, Verdinnung 1:300 in
TBS), der AB-HPR-Komplex und das Substrat aufgetragen. AnschlieBend wird mit Hamalaun
nach P. Meyer gegengeférbt und die Deckglaschen mit Aquatex auf einen Objekttrager auf-
gebracht.

2.11 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

An den Gewebeschnitten der STR/Ort-M&use wird eine HE-Farbung durchgefihrt. Die HE-
Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, die eine morphologische Beurteilung des Praparats
ermdoglicht. Der Ablauf der HE-Farbung ahnelt zunachst dem der Immunhistochemie. Auch
hier werden die Gewebeschnitte mittels Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alko-
holreihe rehydriert. Danach werden die Objekitrager fir 3 min in Hadmalaun nach P. Meyer
getaucht und anschlieBend fur 5 min unter flieBendem Leitungswasser gespult. Der basische
Farbstoff im Hamalaun lagert sich an die sauren Phosphatgruppen der DNA an und farbt
somit Zellkerne blau. AnschlieBend werden die Gewebeschnitte fir 3 min in Eosin getaucht
und dann der ungebundene Farbstoff mit Aqua dest. ausgespult. Der saure Farbstoff Eosin
reagiert mit basischen Bestandteilen im Zytoplasma und farbt diese orange bis rot. Um die
Gewebeschnitte zu konservieren, werden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (60-98%ige
Ethanol, Propanol, Xylol) dehydriert und anschlieBend mit Deckglédschen eingedeckt.
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2.12 Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)

Der ELISA ist eine immunologische Methode, die auf einer enzymatischen Farbreaktion ba-
siert. Durch spezifische Antikérper, die an den nachzuweisenden Stoff (Antigen) binden,
kénnen Proteine und andere Verbindungen nachgewiesen werden. Die Antikérper sind mit
einem Enzym markiert; die durch das Enzym katalysierte Reaktion dient als Nachweis fir
das Vorhandensein des Antigens.

Als Proben werden Zelliberstande von Knorpelstanzen und Zellen benutzt, die mit verschie-
denen Konzentrationen von rekombinantem TFF3 stimuliert wurden. Eine unbehandelte Kon-
trolle wird mitgefihrt. AuBerdem werden definierte Standards mitgefthrt, mit deren Hilfe man
die Antigen-Konzentration in den Proben bestimmen kann.

Die verwendeten ELISAs werden von der Firma Amersham Biosciences hergestellt und ba-
sieren auf der ,Sandwich“-Technik, bei der zwei Antikérper zum Einsatz kommen, die beide
spezifisch an unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden. Der erste Antikérper (coating-
Antikdrper) ist an eine feste Phase, genauer an eine 96-Well-Mikrotiterplatte, gebunden. Je-
weils 100 pl der Proben und Standards werden in den Wells inkubiert, wobei der an die Plat-
te gebundene Antikdrper an das in der Probe vorhandene Antigen bindet. Nach Ablauf der
Inkubationsphase wird die Platte gewaschen, wodurch die ungebundenen Bestandteile der
Probe entfernt werden und nur das am (coating)-Antikérper gebundene Antigen zurtickbleibt.
Im nachsten Schritt werden 100 ul eines Detektions-Antikdrpers zugegeben, an dessen Ende
das Enzym Horseradish Peroxidase (HRP) gebunden ist. Der zweite Antikérper bindet eben-
falls an das Antigen und es entsteht ein Antikérper-Antigen-Antikdrper Komplex. Durch er-
neutes Waschen der Platte wird der Uberschissige zweite Antikrper entfernt. Zur Bestim-
mung der Menge an Peroxidase, die an die Platte gebunden hat, werden die Proben mit 100
pl Tetramethylbenzidin (TMB) -Substrat auf dem Mikroplattenschittler inkubiert. Die Reaktion
wird durch Zugabe von 100 ul Schwefelsaure gestoppt und die Extinktion bei 450 nm an ei-
nem Mikroplatten-Spectrophotometer bestimmt, wobei die Intensitat der Farbe proportional
zur Konzentration des zu bestimmenden Antigens ist. Die Konzentration des Antigens in den
Proben wird durch die mitgefiihrten Standards und eine spezielle Auswertungssoftware be-
stimmt.

Die Inkubationszeiten und —temperaturen und die Verdinnungen der Proben variieren in den
verschiedenen ELISAs.

MMP-1: Verdlnnung der Proben 1:5 mit Assay-Puffer
Standards: 6,25-100 ng/ml MMP-1
1. 2 h Inkubation mit mouse anti-MMP-1 bei Raumtemperatur
2. viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer
3. 2 hInkubation mit rabbit anti-MMP-1 bei Raumtemperatur
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MMP-3:

MMP-9:

MMP-13:

TIMP-1:

4. viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer

1 h Inkubation mit donkey anti-rabbit Horseradish Peroxidase bei Raum-

temperatur

6. viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer

7. 30 Minuten Inkubation mit TMB-Substrat bei Raumtemperatur

Verdlnnung der Proben 1:5 mit Assay-Puffer
Standards: 3,75-120 ng/ml MMP-3

1.

o &~ 0D

1 h Inkubation mit anti-MMP-3 bei 4°C

viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer

2 h Inkubation mit anti-MMP-3 Horseradish Peroxidase bei 4°C
viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer

30 Minuten Inkubation mit TMB-Substrat bei Raumtemperatur

Verdinnung der Proben 1:10 mit Assay-Puffer
Standards: 4-128 ng/ml MMP-9

1.
2.
3.

1 h Inkubation mit anti-MMP-9 bei Raumtemperatur
viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer
2 h Inkubation mit anti-MMP-9 Horseradish Peroxidase bei Raumtempera-

tur

4. viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer

5. 20 min Inkubation mit TMB-Substrat bei Raumtemperatur

Verdlnnung der Proben 1:10 mit Assay-Puffer
Standards: 0,094-3 ng/ml MMP-13

1.
2.

2 h Inkubation mit anti-MMP bei Raumtemperatur
1 h Inkubation mit anti-MMP-13 Horseradish Peroxidase bei Raumtempe-
ratur

30 min Inkubation mit TMB-Substrat bei Raumtemperatur

Verdinnung der Proben 1:10 mit Assay-Puffer
Standards: 3,13-50 ng/ml TIMP-1

1.
2.
3.

2 h Inkubation mit anti-TIMP-1 bei Raumtemperatur

viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer

2 h Inkubation mit anti-TIMP-1 Horseradish Peroxidase bei Raumtempera-
tur

viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer
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5. 30 min Inkubation mit TMB-Substrat bei Raumtemperatur

TIMP-2: Verdlnnung der Proben 1:5 mit Assay-Puffer
Standards: 8-128 ng/ml TIMP-2
1. 2 h Inkubation mit anti-TIMP-2 und anti-TIMP-2 Horseradish Peroxidase
bei Raumtemperatur
2. viermaliges Waschen mit Wasch-Puffer
3. 30 min Inkubation mit TMB-Substrat bei Raumtemperatur

Die statistische Auswertung der ELISAs erfolgte mit einem ELISA Reader mittels SPSS-
Version 8.0 for Windows, lllinois (USA).

2.13 Caspase-3/7 Assay

Die fir den Assay benétigten Substanzen sind im Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7
Assay-Kit der Firma Promega enthalten, mit dem man die Aktivitaten der Caspasen 3 und 7
messen kann, die eine Schlusselrolle in der Apoptoseinduktion einer Zelle spielen. Der As-
say dient also der Detektion des apoptotischen Zelltods.

Der Assay enthalt das nicht-fluoreszendierende Caspase-Substrat Z-DEVD-R110, das durch
die Aktivitdt der Caspase-3/7 zum fluoreszendierenden Rhodamin 110 gespalten wird. Die
entstandene Fluoreszenz kann im Fluorometer quantifiziert werden und ist der Menge der
Caspase-3/7-Spaltungsaktivitat in der Probe proportional.

Dazu werden die Zellen in eine 96-Well-Platte ausgesat. Nachdem sie zu 60% konfluent
sind, wird das serumhaltige Medium durch serumfreies Medium ersetzt. Nach 3 h im serum-
freien Medium werden die Zellen fiir 24 h stimuliert. Zu einem Teil der Zellen wird auBerdem
4h nach Stimulationsbeginn rekombinantes TFF3 hinzugefiigt.

Nach Ablauf der Stimulationszeit wird dem Medium die gleiche Menge an Caspase-3/7 Rea-
genz, bestehend aus Caspase-Substrat und —Puffer, hinzugefliigt. Die Platte wird zuerst 15
min auf dem Mikroplattenschittler und dann bei 37°C inkubiert. Innerhalb der nachsten 18 h
wird die Fluoreszenz der einzelnen Wells mehrmals im Fluorometer bei einer Anregungswel-
lenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 535 nm gemessen, um die maxi-

male Caspase-Aktivitat zu bestimmen.

2.14 Annexin-V Assay

Die fur diesen Assay benétigten Substanzen sind im Kit fir den Annexin-V Assay der Firma
Biovision enthalten.

Mit Hilfe von FITC-konjugiertem Annexin-V kann der apoptotische Zelltod detektiert werden.
Annexin-V bindet an Phosphatidylserin, das auf der AuBenseite der Plasmamembran apop-
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totischer Zellen exprimiert wird. Durch Kopplung von Annexin-V an den Fluoreszenzfarbstoff
FITC koénnen die apoptotischen Zellen durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Nekro-
tische Zellen, deren Zellmembran ihre Integritat verloren hat, werden mit dem DNA-Farbstoff
Propidiumiodid detektiert.

Die Zellen werden in 12-well-Platten ausgeséat. Nachdem sie zu 80% konfluent sind, wird das
serumhaltige Medium durch serumfreies Medium ersetzt. Nach 3 h im serumfreien Medium
werden die Zellen flir 24 h stimuliert. Zu einem Teil der Zellen wird auBerdem 4 h nach Sti-
mulationsbeginn rekombinantes TFF3 hinzugeflgt.

Nach Beendigung der Stimulationszeit werden die Zellen mit Trypsinlésung abgelést, in 500
pl Bindungspuffer resuspendiert und anschlieBend 5 min mit jeweils einem pl Annexin-V-
FITC und Propidiumiodid bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Zellen werden an-
schlieBend in einem Durchflusszytometer (FACS) analysiert.

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension auf
der Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften, die die simultane Messung
verschiedener physikalischer und chemischer Zelleigenschaften in einer Suspension auf
Einzelebene erlaubt. Durch die Farbung der Zellen mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen
und durch das Setzen eines ,Filters® werden nur solche Zellen erfasst, die in ihren Streu-
lichteigenschaften einer bestimmten Zellart zugeordnet sind (Gating). Somit kénnen sowohl
apoptotische als auch nekrotische Zellen erfasst werden.
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3 Ergebnisse

3.1 RT-PCR

3.1.1 Humaner Gelenkknorpel

Aus gesundem und arthrotischem Gelenkknorpelgewebe wird mRNA isoliert und mittels
RT-PCR analysiert. Die mRNA fir TFF3 ist nur in den untersuchten arthrotischen, nicht
jedoch in den gesunden Gewebeproben nachweisbar (Abb. 5).

1 2 3 Bpom

303 bp

Abb.5 RT-PCR. Analyse humanen arthrotischen Knorpelgewebes (Reihen 1 und 2)
und einer Positivkontrolle aus dem Tranennasengang (Reihe 3). Bpom — Basenpaar-
marker. Das TFF3-Produkt ist als weiBe Bande bei 303 bp sichtbar. In gesundem Ge-
lenkknorpel ist das TFF3-Produkt nicht nachweisbar (nicht dargestellt).

3.1.2 Chondrozytenzelllinie C28/12

Die Chondrozytenzelllinie C28/12 wird 24 h mit IL-18 (10ng/ml), TNFa (10 ng/ml), IL-13
und TNFa (je 10 ng/ml), Lipopolysacchariden (LPS, 500 ng/ml), Peptidoglykanen (PGN,
10 ng/ml) sowie Uberstanden von Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, 1:100) und
Staphylococcus aureus (S. aureus, 1:15) stimuliert und nach RNA-Isolation mittels RT-
PCR analysiert. In der unstimulierten Kontrolle ist eine schwache TFF3-Bande erkennbar;
die TFF3-Banden der stimulierten Zellen zeigen deutlich sichtbare TFF3-Banden bei 303
bp (Abb. 6).

Kontrolle IL-18 IL-1B+ TNFe LPS PGN PA SA Bpm
TNFa

Abb.6 RT-PCR. Analyse der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach Stimulation mit IL-13,
TNFa, IL-1B+TNFa, Lipopolysacchariden (LPS), Peptidoglykanen (PGN) und Uber-
stadnden von Pseudomonas aeruginosa (PA) und Staphylococcus aureus (SA). Bpm -
Basenpaarmarker. Das TFF3-Produkt ist als weiBe Bande bei 303 bp sichtbar. Nach
Stimulation mit den verschiedenen Substanzen zeigen sich deutlichere TFF3-Banden
als in der unstimulierten Kontrolle.

30



Ergebnisse

3.1.3 Primare Chondrozyten

Primare Chondrozyten, die von an Arthrose erkrankten Patienten stammen, werden 24 h
mit IL-1B (10ng/ml), TNFa (10 ng/ml), IL-18 und TNFa (je 10 ng/ml), Lipopolysacchariden
(500 ng/ml), Peptidoglykanen (10 ng/ml), Uberstdnden von P. aeruginosa (1:100) und S.
aureus (1:15) stimuliert und nach RNA-Isolation mittels RT-PCR analysiert. In der unsti-
mulierten Kontrolle sowie den Uber 24 h mit IL-13, TNFa und IL-1B+TNFa behandelten
Zellen sind schwache TFF3-Banden erkennbar, 24h-Stimulation der Zellen mit LPS, PGN
und Uberstanden von P. aeruginosa und S. aureus filhren zu starkeren TFF3-Banden
(Abb. 7).

Kontrolle IL-1B 'IUI_\H]: B+ TNFo LPS PGN PA SA Bom
o

Abb.7 RT-PCR. Analyse primarer Chondrozyten, die von an Arthrose erkrankten Pati-
enten stammen, nach 24h-Stimulation mit IL-18, TNFa und IL-1B+TNFa, Lipopolysac-
chariden (LPS), Peptidoglykanen (PGN) und Uberstdnden von Pseudomonas aerugi-
nosa (PA) und Staphylococcus aureus (SA). Bpm — Basenpaarmarker. Das TFF3-
Produkt ist als weiBe Bande bei 303 bp sichtbar. Nach Stimulation mit LPS, PGN, PA
und SA zeigen sich deutlichere TFF3-Banden als in den anderen Proben.

3.1.4 Synoviozytenzelllinie HSE

Die aus der Synovialmembran einer an rheumatoider Arthritis erkrankten Patientin gene-
rierte Synoviozytenzelllinie HSE wird 24 h mit IL-1B (10ng/ml), TNFa (10 ng/ml), IL-13 und
TNFa (je 10 ng/ml), LPS (500 ng/ml), PGN (10 ng/ml), Uberstanden von P. aeruginosa
(1:100) und S. aureus (1:15) stimuliert und nach RNA-Isolation mittels RT-PCR analysiert.
Sowohl in der unstimulierten Kontrolle als auch in allen stimulierten Zellen sind deutliche
TFF3-Banden sichtbar (Abb. 8).

Kontrolle  IL-1P TllL\lll B+ TNFa LPS PGN PA SA Bom
o

E 303 bp

Abb.8 RT-PCR. Analyse der Synoviozytenzelllinie HSE, die von einer an rheumatoider
Arthritis erkrankten Patientin stammt, nach 24h-Stimulation mit IL-18, TNFa und

IL-18 +TNFa, Lipopolysacchariden (LPS), Peptidoglykanen (PGN) und Uberstéanden
von Pseudomonas aeruginosa (PA) und Staphylococcus aureus (SA). Bpm — Basen-
paarmarker. Das TFF3-Produkt ist als weiBBe Bande bei 303 bp sichtbar. Sowohl in der
unstimulierten Kontrolle als auch nach Stimulation mit den verschiedenen Substanzen
sind deutliche TFF3-Banden sichtbar.
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3.1.5 Synoviozytenzelllinie K4IM

Die aus der Synovialmembran gesunder Spender generierte Synoviozytenzelllinie K4IM
wird 24 h mit IL-1B (10ng/ml), TNFa (10 ng/ml), IL-18 und TNFa (je 10 ng/ml), LPS (500
ng/ml), PGN (10 ng/ml), Uberstanden von P. aeruginosa (1:100) und S. aureus (1:15)
stimuliert und nach RNA-Isolation mittels RT-PCR analysiert. Sowohl in der unstimulierten
Kontrolle als auch in allen stimulierten Zellen sind deutliche TFF3-Banden sichtbar (Abb.
9).

Kontrolle IL-1p %LN}! B+ TNFa LPS PGN PA SA Bpm
o

i — 303 bp

Abb.9 RT-PCR. Analyse der Synoviozytenzelllinie K4IM, die von einem gesunden
Spender stammt, nach 24h-Stimulation mit IL-18, TNFa und IL-18+TNFa, Lipopoly-
sacchariden (LPS), Peptidoglykanen (PGN) und Uberstanden von Pseudomonas
aeruginosa (PA) und Staphylococcus aureus (SA). Bom — Basenpaarmarker. Das
TFF3-Produkt ist als weiBe Bande bei 303 bp sichtbar. Sowohl in der unstimulierten
Kontrolle als auch nach Stimulation mit den verschiedenen Substanzen sind deutli-
che TFF3-Banden sichtbar.

3.1.6 Priméare Synoviozyten

Priméare Synoviozyten, die von einem an rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten
stammen, werden nach RNA-Isolation mittels RT-PCR analysiert. Die PCR-Analyse ergibt
keinen Nachweis fur TFF3 in primaren Synoviozyten (Abb. 10).

3.1.7 Humanes Synovialgewebe

Membrana synovialis von an rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten wurde nach
RNA-Isolation mittels RT-PCR analysiert. In allen untersuchten Gewebeproben sind deut-
liche TFF3-Banden sichtbar (Abb. 10).

303 bp

Abb.10 RT-PCR. Analyse primérer Synoviozyten (Reihe 1) und von Membrana synovia-
lis (Reihen 2 bis 7) unterschiedlicher Patienten mit rheumatoider Arthritis. Bpm — Basen-
paarmarker. Das Aktin-Produkt, das der Kontrolle der Integritat der mRNA dient, ist als
weiBe Bande bei 264 bp sichtbar (Zeile B), das TFF3-Produkt ist als weiBe Bande bei
3083 bp sichtbar (Zeile A). In primaren Synoviozyten zeigt sich keine TFF3-Bande, wohin-
gegen alle Proben von Membrana synovialis deutliche TFF3-Banden aufweisen.
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Die TFF3-Expression in gesunder und arthrotischer Membrana synovialis wird mitels RT-
PCR untersucht. In der Membrana synovialis an Arthrose erkrankter Patenten sind in der
RT-PCR deutliche TFF3-Banden sichtbar, wohingegen sich in gesunder Membrana syno-
vialis kein TFF3 nachweisen lasst (Abb. 11).

Bpm Membrana
synovialis

303 bp

Abb.11 RT-PCR. Analyse humaner Membrana synovialis eines an Arthrose erkrank-
ten Patienten. Bpm — Basenpaarmarker. Das TFF3-Produkt ist als weiBe Bande bei
303 bp sichtbar. In gesunder Membrana synovialis ist das TFF3-Produkt nicht nach-
weisbar (nicht dargestellt).

3.2 Real-time RT-PCR

Trotz der Vielzahl an eingesetzten Primern lassen sich keine Produkte in der Agarose-
Gelelektrophorese detektieren. Die Grinde hierfir sind unbekannt und konnten trotz ge-
nauer und umfangreicher Untersuchungen bislang nicht ermittelt werden. Der Befund ist
insbesondere erstaunlich, da mitgefliihrte Kontrollen aus den ableitenden Tranenwegen

durchaus quantifizierbar waren.

3.3 Dot Blot

Trotz der Testung verschiedener Verfahren und verschiedener anti-TFF3-Antikérper und
der Durchfihrung zahlreicher Versuche konnten mittels Dot Blot keine verwertbaren Er-
gebnisse an kultivierten Chondrozyten und Synoviozyten erhoben werden, obwohl andere
Antikérper, die zur Kontrolle eingesetzt wurden, klare Ergebnisse erbrachten.

3.4 Immunhistochemie
3.4.1 Primare Chondrozyten
Primére Chondrozyten werden 48 h mit TNFa (20ng/ml, IL-13 (20ng/ml) und IL-1$ und

TNFa (je 20ng/ml) stimuliert und anschlieBend immunhistochemisch auf ihre
Reaktivitat mit dem anti-r-TFF3-Antikérper untersucht (Abb. 12).
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Die immunhistochemische Analyse der unstimulierten Kontrolle primarer Chondrozyten
zeigt eine schwache zytoplasmatische Reaktion mit dem anti-TFF3-Antikdrper in einzel-
nen Chondrozyten (Abb. 12A).

Nach 48h-Stimulation mit TNFa kommt es zu einer starken Zunahme der Reaktivitat mit
dem Antikérper. Fast alle Zellen zeigen eine zytoplasmatische Reaktion und ein Teil der
Zellen weist morphologische Zeichen einer Apoptose (Abflachung der Zellen, Kernpykno-
se, Zytoplasmaverlust) auf (Abb. 12B).

Nach 48h-Stimulation mit IL-1B zeigt sich in den meisten Zellen eine zytoplasmatische
Reaktivitat mit dem anti-TFF3-Antikérper; Hinweise auf eine Apoptose sind allerdings
nicht erkennbar (Abb. 12C).

Die kombinierte Stimulation mit IL-18 und TNFa flihrt zu einer der alleinigen Stimulation
mit TNFa vergleichbaren Reaktion (Abb. 12D).
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Abb.12 Immunhistochemie. Analyse primarer Chondrozyten nach 48h-Stimulation mit
TNFa (20ng/ml), IL-1B (20ng/ml) und TNFa+IL-1 (je 20ng/ml). Bei Reaktivitdt mit dem
anti-TFF3-Antikérper ist ein roter Farbumschlag sichtbar (=). In der unstimulierten
Kontrolle erkennt man nur eine schwache TFF3-Reaktivitat (A), die nach Stimulation
mit TNFa (B), IL-1B (C) sowie TNFa+IL-1B (D) deutlich zunimmt. Die deutlichste TFF3-
Reaktivitat ist nach 48h-Stimulation mit TNFa erkennbar: fast alle Zellen zeigen eine
zytoplasmatische Reaktion mit dem anti-TFF3-Antikérper.
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3.4.2 Membrana synovialis

Gewebeproben der Membrana synovialis gesunder Spender sowie an Arthrose erkrankter
Patienten werden immunhistochemisch auf ihre Reaktivitat mit dem anti- TFF3-Antikérper
untersucht (Abb. 13).

TFF3 ist nur in arthrotischer, jedoch nicht in gesunder Membrana synovialis nachweisbar.
In Gewebeproben von Patienten mit Arthrose reagieren die Synoviozyten positiv mit dem
Antikdrper, das subsynoviale Bindegewebe zeigt keine Reaktivitat.
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Abb.13 Immunhistochemie. Analyse gesunder Membrana synovialis (A) sowie eines
an Arthrose erkrankten Patienten (B). Bei Reaktivitat mit dem anti-TFF3-Antikérper
zeigt sich ein roter Farbumschlag (=). Eine TFF3-Reaktivitat der Synoviozyten ist nur
in arthrotischer Membrana synovialis nachweisbar (B), nicht jedoch in der gesunden
Membrana synovialis(A).
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3.5 TFF3-Expression im Kniegelenk von STR/Ort-Mausen
Gewebeschnitte  durch  Kniegelenke von STR/Ort-Mausen in  verschiedenen
Arthrosestadien (Grad 0-3) werden mittels HE-Farbung und Immunhistochemie analysiert.

3.5.1 HE-Farbung

Zur Ubersicht der Gewebeschnitte wird zunéchst eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) durchgefiihrt (Abb.14). Zellkerne und saure Substanzen (beispielsweise
Hyaluronsaure) werden durch Hamatoxylin blau angefarbt, Zytoplasma und Kollagen
farben sich rosa bis rot.

Im gesunden Gelenkknorpel (Grad 0) stellt sich der hyaline Knorpel blass-blau dar, die
Zellkerne sind kréaftig blau angefarbt. In der homogenen Grundsubstanz sind
Chondrozyten als blaue Punkte sichtbar, die in kleinen Héhlen (Knorpellakunen) liegen.
Mehrere Chondrozyten sind von einem stark basophilen Knorpelhof, der sich weniger
anfarbt, umgeben. Die Kollagenfibrilen der EZM werden durch die Grundsubstanz
maskiert und sind somit unter dem Lichtmikroskop nicht sichtbar. Die Grenze zwischen
Gelenkknorpel und mineralisiertem Knorpel (tide mark) ist deutlich erkennbar (Abb. 14A).
Im FrOhstadium der Arthrose (Grad 1) sind erste degenerative Veranderungen des
Gelenkknorpels erkennbar. Der Gelenkknorpel des Femur hat an H6he abgenommen und
einige Zellkerne der Chondrozyten sind kondensiert (Abb. 14B).

Im fortgeschrittenen Arthrosestadium (Grad 2) ist die Zone unmineralisierten Knorpels an
der Tibia verschmalert und fehlt am Femur bereits vollstandig, die Chondrozytenzahl ist
reduziert und der Gelenkspalt ist deutlich verbreitert. Durch die veranderte Struktur und
Anordnung der Chondrozyten haben sich Fissuren gebildet (Abb. 14C, D).

Im Endstadium der Arthrose (Grad 3) kommt es zu einem vollstdndigen Verlust des
Gelenkknorpels. Nur der subchondrale Knochen ist noch sichtbar, der Gelenkspalt ist
stark vergréBert (Abb. 14E, F).

3.5.2 Immunhistochemie

Die Gewebeschnitte der STR/Ort-Mause in verschiedenen Arthrosestadien (Grad 0-3)
werden immunhistochemisch mit einem anti-TFF3-Antikérper untersucht (Abb.15).

Im gesunden Gelenkknorpel (Grad 0) ist der Gelenkknorpel gut ausgebildet und weist
keine degenerativen Veranderungen auf. Es ist keine Reaktivitdt mit dem anti-TFF3-
Antikdrper nachweisbar (Abb. 15A).

In den Arthrosegraden 1 und 2 hat der Gelenkknorpel an H6he abgenommen und weist
degenerative Veranderungen auf. Man erkennt eine zytoplasmatische TFF3-Reaktivitat
einiger, v. a. gelenkspaltnaher Chondrozyten (Abb. 15B, C).
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Im Endstadium der Arthrose (Grad 3) ist der Knorpel bis auf den subchondralen Knochen
abgerieben. Die Zellen des subchondralen Knochens zeigen keine positive Reaktion mit
dem anti-TFF3-Antikérper (Abb. 15D); im Gegensatz dazu reagieren die Zellen in
benachbarten Arealen, in denen noch Gelenkknorpel existiert sowie Chondrozyten in den
Menisken stark positiv (Abb. 15E, F).

Abb.14 HE-Farbung. Kniegelenkknorpel von STR/Ort-Mausen (genetisch pradisponiert
zur Entwicklung von Arthrose). Alle Abbildungen zeigen Schnitte durch das Kniegelenk.
Oben kann man den Gelenkknorpel des Femur, unten den des Tibiaplateaus erkennen.
In der Mitte ist der Gelenkspalt zu sehen; in den Abb.A und B sieht man zusatzlich
einen Meniskus. Abb.A zeigt gesunden Gelenkknorpel, Abb.B-F verschiedene
Arthrosestadien. Im Arthrosegrad 3 (Abb.E,F) besteht ein kompletter Verlust des
Gelenkknorpels. Bar 86,8um. SK - subchondraler Knochen, MK - mineralisierter
Knorpel , TM - tide mark, FK - Femurknorpel , M — Meniskus
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Abb.15 Immunhistochemie mit einem Antikérper gegen TFF3. Kniegelenkknorpel von
STR/Ort-Mausen (genetisch pradisponiert zur Entwicklung von Arthrose). Alle
Abbildungen zeigen Schnitte durch das Kniegelenk. Oben kann man den Gelenkknorpel
des Femur, unten den des Tibiaplateaus erkennen. Abb.A zeigt gesunden
Gelenkknorpel, Abb.B-F zeigen verschiedene Arthrosestadien. Bei Reaktivitdt mit dem
anti-TFF3-Antikérper ergibt sich ein roter Farbumschlag (-). In gesundem
Gelenkknorpel sind keine TFF3-positiven Chondrozyten nachweisbar (A); in
arthrotischem Gelenkknorpel Grad 1 (B) und 2 (C) zeigen einige, hauptsachlich
gelenkspaltnahe ,oberflachliche* Chondrozyten eine positive Reaktion. In subchondralem
Knochen von arthrotischem Gelenkknorpel Grad 3 sind keine TFF3-positiven Zellen
nachweisbar (D). Jedoch zeigt sich in Bereichen verbliebenen Gelenkknorpels nahe des
freigelegten Knochens eine starke Reaktion mit dem anti-TFF3-Antikérper (E,F). Bar
86.8um.

3.6 TFF3-Expression im Kniegelenk von Balb-c Mausen nach Behandlung mit
Staphylococcus aureus

Gewebeschnitte durch Kniegelenke von Balb-c-Mausen werden mit Uberstanden von S.
aureus inkubiert und anschlieBend immunhistochemisch auf ihre Reaktivitat mit dem anti-
TFF3-Antikdrper untersucht (Abb. 16).

Die immunhistochemische Analyse der unstimulierten Kontrolle des Gelenkknorpels zeigt
keine Reaktivitdt mit dem anti-TFF3-Antikérper (Abb. 16A). Nach 24h-Stimulation mit S.
aureus reagieren jedoch zahlreiche Chondrozyten des Gelenkknorpels positiv mit anti-
TFF3 (Abb. 16B).
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Auch in der unstimulierten Kontrolle der Membrana synovialis ist kein TFF3 nachweisbar
(Abb. 16C). Nach Stimulation mit S. aureus kommt es zu einer positiven Reaktion mit dem
anti-TFF3-Antikérper (Abb. 16D). Dabei reagieren nicht nur Synoviozyten, sondern auch
subsynoviale Zellen positiv.
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Abb.16 Immunhistochemie mit einem Antikérper gegen TFF3. Gelenkknorpel und
Membrana synovialis aus Kniegelenken von Balb-c-M&usen nach 24h-Stimulation mit
Uberstanden von Staphylococcus aureus (SA). Bei Reaktivitdt mit dem anti-TFF3-
Antikdrper zeigt sich ein roter Farbumschlag (=). Sowohl in der unstimulierten
Kontrolle des Gelenkknorpels (A) als auch in der unstimulierten Kontrolle der
Membrana synovialis (C) ist keine TFF3-Reaktivitat vorhanden, wohingegen man nach
Stimulation mit SA eine deutliche TFF3-Reaktivitat in Gelenkknorpel (B) und in der
Membrana synovialis (D) sehen kann.

3.7 ELISA

Mittels spezifischer ELISAs werden Uberstinde kultivierter primarer Chondrozyten, der
Chondrozytenzelllinie C28/I12 sowie gesunder und arthrotischer Knorpelstanzen auf ihren
Gehalt an Matrixmetalloproteinasen (MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13) und deren
Inhibitoren (TIMP-1, TIMP-2) untersucht. Zellen und Knorpelstanzen werden 24 h mit
rekombinantem TFF3 in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0 und 5,0 mg/ml
TFF3) stimuliert.
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3.7.1 Kultivierte Chondrozyten und MMP-1

In den unstimulierten Kontrollen ist die Konzentration von MMP-1 in Primérzellen (0,78
ng/ml MMP-1) im Vergleich zur Zelllinie (2,61 ng/ml MMP-1) statistisch signifikant
niedriger (Abb. 17). In Primarzellen fuhrt die Stimulation mit TFF3 zu einer
konzentrationsabhéangigen Aktivierung von MMP-1, die ab einer Konzentration von 1,0
mg/ml TFF3 statistisch signifikant ist (Abb. 17). In der Zelllinie hat TFF3 keinen Einfluss
auf die MMP-1-Konzentration (Abb. 17).

primare Knorpelzellen Knorpelzelllinie
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Abb.17 ELISA. Analyse der MMP-1-Konzentration (ng/ml) primarer Chondrozyten
sowie der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3
in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit TFF3
fohrt in primadren Chondrozyten zu einer konzentrationsabh&ngigen Aktivierung von
MMP-1, zeigt in der Chondrozytenzelllinie jedoch keinen Einfluss auf die MMP-1-
Konzentration. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

3.7.2 Kultivierte Chondrozyten und MMP-3

In den unstimulierten Kontrollen ist die Konzentration von MMP-3 in den Primarzellen
(14,79 ng/ml MMP-3) im Vergleich zur Zelllinie (2,95 ng/ml MMP-3) statistisch signifikant
erhéht (Abb. 18). In Priméarzellen fihrt die Stimulation mit TFF3 zu einer
konzentrationsabhangigen Aktivierung von MMP-3, die bei allen Konzentrationen
statistisch signifikant ist (Abb. 18). In der Zelllinie hat TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-
3-Konzentration (Abb. 18).
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Abb.18 ELISA. Analyse der MMP-3-Konzentration (ng/ml) primarer Chondrozyten
sowie der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3
in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit TFF3
fohrt in primadren Chondrozyten zu einer konzentrationsabhé&ngigen Aktivierung von
MMP-3, zeigt in der Chondrozytenzelllinie jedoch keinen Einfluss auf die MMP-3-
Konzentration. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

3.7.3 Kultivierte Chondrozyten und MMP-9

In den unstimulierten Kontrollen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
MMP-9-Konzentration in Primarzellen (0,03 ng/ml MMP-9) und der Zelllinie (0,00 ng/ml
MMP-9, Abb. 19). TFF3 hat weder in Primérzellen noch in der Zelllinie Einfluss auf die
Konzentration von MMP-9 (Abb. 19).

primére Knorpelzellen Knorpelzelllinie

0,3 1
0,251
0,2 4

0,151

MMP-9 (ng/ml)

0,1 -

0,054

0 01 05 1 5 0 01 05 1 5
TFF3 (mg/ml)

Abb.19 ELISA. Analyse der MMP-9-Konzentration (ng/ml) primarer Chondrozyten
sowie der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3
in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit TFF3
zeigt weder in primaren Chondrozyten noch in der Chondrozytenzelllinie einen Einfluss
auf die MMP-9-Konzentration.
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3.7.4 Kultivierte Chondrozyten und MMP-13

In den unstimulierten Kontrollen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
MMP-13-Konzentration in Primé&rzellen (0,01 ng/ml MMP-13) und der Zelllinie (0,01 ng/ml
MMP-13, Abb. 20). In Primarzellen fuhrt die Stimulation mit TFF3 zu einer
konzentrationsabhéangigen Aktivierung von MMP-13, die ab einer Konzentration von 0,5
mg/ml TFF3 statistisch signifikant ist (Abb. 20). Auch in der Zelllinie fuhrt die Stimulation
mit TFF3 zu einer konzentrationsabhangigen Aktivierung von MMP-13, die ab einer
Konzentration von 0,5 mg/ml TFF3 statistisch signifikant ist (Abb. 20).

primare Knorpelzellen * Knorpelzelllinie
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Abb.20 ELISA. Analyse der MMP-13-Konzentration (ng/ml) primarer Chondrozyten
sowie der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3
in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit TFF3
fihrt sowohl in primaren Chondrozyten als auch in der Chondrozytenzelllinie zu einer
konzentrationsabhangigen Aktivierung von MMP-13. * - signifikantes Ereignis
(p<=0,05)

3.7.5 Kultivierte Chondrozyten und TIMP-1

In den unstimulierten Kontrollen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
TIMP-1-Konzentration in Priméarzellen (6,10 ng/ml TIMP-1) und der Zelllinie (6,60 ng/ml
TIMP-1, Abb. 21). Sowohl in Primarzellen (4,98 ng/ml TIMP-1) als auch in der Zelllinie
C28/12 (4,60 ng/ml TIMP-1) ist die TIMP-1-Konzentration nach Stimulation mit 5,0 mg/ml
TFF3 statistisch signifikant erniedrigt (Abb. 21).
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Abb.21 ELISA. Analyse der TIMP-1-Konzentration (ng/ml) primarer Chondrozyten sowie
der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Nach Stimulation mit 5,0
mg/ml TFF3 ist die TIMP-1-Konzentration sowohl in primdren Chondrozyten als auch in
der Chondrozytenzelllinie erniedrigt. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

3.7.6 Kultivierte Chondrozyten und TIMP-2

In den unstimulierten Kontrollen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen

der TIMP-2-Konzentration in Priméarzellen (2,43 ng/ml TIMP-2) und der Zelllinie (0,00
ng/ml TIMP-2, Abb. 22). In Primérzellen hat TFF3 keinen Einfluss auf die TIMP-2-
Konzentration (Abb. 22). In der Zelllinie wird TIMP-2 durch 5,0 mg/ml TFF3 statistisch
signifikant aktiviert (Abb. 22).
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Abb.22 ELISA. Analyse der TIMP-2-Konzentration (ng/ml) primarer Chondrozyten
sowie der Chondrozytenzelllinie C28/12 nach 24h-Stimulation mit rekombinantem
TFF3 in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit
5,0 mg/ml TFF3 fuhrt in der Chondrozytenzelllinie zu einer Aktivierung von TIMP-2, in
primaren Chondrozyten zeigt die Stimulation mit TFF3 jedoch keinen Einfluss auf die
TIMP-2-Konzentration. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)
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3.7.7 Zusammenfassung der ELISA-Ergebnisse an kultivierten Chondrozyten

Primare Chondrozyten zeigen eine konzentrationsabhangige Aktivierung von MMP-1,
MMP-3 und MMP-13 nach 24h-Stimulation mit TFF3. Nach Stimulation mit TFF3 in hoher
Konzentration (5,0 mg/ml TFF3) kommt es zur Inaktivierung von TIMP-1.

3.7.8 Knorpelstanzen und MMP-1

In den unstimulierten Kontrollen ist die Konzentration von MMP-1 in arthrotischen
Knorpelstanzen (4,82 ng/ml MMP-1) im Vergleich zu gesunden Knorpelstanzen (1,51
ng/ml MMP-1) statistisch signifikant erhéht (Abb. 23). In arthrotischen Korpelstanzen wird
MMP-1 durch 0,1 mg/ml TFF3 statistisch signifikant aktiviert (Abb. 23). In gesunden
Knorpelstanzen hat TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-1-Konzentration (Abb. 23).

arthrotische Stanzen gesunde Stanzen

12 *

10

MMP-1 (ng/ml)
D

0 01 05 1 5 0o o1 05 5
TFF3 (mg/ml)

Abb.23 ELISA. Analyse der MMP-1-Konzentration (ng/ml) in arthrotischen und
gesunden Knorpelstanzen nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit TFF3
fuhrt in arthrotischen Knorpelstanzen zu einer Aktivierung von MMP-1; in gesunden
Knorpelstanzen hat die Stimulation mit TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-1-
Konzentration. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

3.7.9 Knorpelstanzen und MMP-3

In den unstimulierten Kontrollen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
MMP-3-Konzentration in arthrotischen (393,84 ng/ml MMP-3) und gesunden
Knorpelstanzen (764,07 ng/ml MMP-3, Abb. 24). TFF3 hat weder in gesunden noch in
arthrotischen Knorpelstanzen Einfluss auf die Konzentration von MMP-3 (Abb. 24).
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Abb.24 ELISA. Analyse der MMP-3-Konzentration (ng/ml) in arthrotischen und
gesunden Knorpelstanzen nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Die Stimulation mit TFF3
hat weder in arthrotischen noch in gesunden Knorpelstanzen Einfluss auf die MMP-3-
Konzentration.

3.7.10 Knorpelstanzen und MMP-9

In den unstimulierten Kontrollen ist die Konzentration von MMP-9 in arthrotischen
Knorpelstanzen (0,60 ng/ml MMP-9) im Vergleich zu gesunden Knorpelstanzen (0,00
ng/ml MMP-9) statistisch signifikant erhéht (Abb. 25). In arthrotischen Knorpelstanzen ist
die MMP-9-Konzentration nach Stimulation mit 5,0 mg/ml TFF3 statistisch signifikant
erniedrigt (Abb. 25). In gesunden Knorpelstanzen hat TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-
9-Konzentration (Abb. 25).
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Abb.25 ELISA. Analyse der MMP-9-Konzentration (ng/ml) in arthrotischen und
gesunden Knorpelstanzen nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Nach Stimulation mit TFF3
ist die MMP-9-Konzentration in arthrotischen Knorpelstanzen erniedrigt; in gesunden
Knorpelstanzen hat die Stimulation mit TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-1-
Konzentration. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

45




Ergebnisse

3.7.11 Knorpelstanzen und MMP-13

In den unstimulierten Kontrollen ist die Konzentration von MMP-13 in arthrotischen
Knorpelstanzen (0,21 ng/ml MMP-13) im Vergleich zu gesunden Knorpelstanzen (0,00
ng/ml MMP-13) statistisch signifikant erhéht (Abb. 26).

In arthrotischen Knorpelstanzen ist die MMP-13-Konzentration nach Stimulation mit 5,0
mg/ml TFF3 statistisch signifikant erniedrigt (Abb. 26).

In gesunden Knorpelstanzen hat TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-13-Konzentration

(Abb. 26).
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Abb.26 ELISA. Analyse der MMP-13-Konzentration (ng/ml) in arthrotischen und
gesunden Knorpelstanzen nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Nach Stimulation mit TFF3
ist die MMP-13-Konzentration in arthrotischen Knorpelstanzen erniedrigt; in gesunden
Knorpelstanzen hat die Stimulation mit TFF3 keinen Einfluss auf die MMP-13-
Konzentration.

3.7.12 Knorpelstanzen und TIMP-1

In den unstimulierten Kontrollen ist die Konzentration von TIMP-1 in arthrotischen
Knorpelstanzen (24,82 ng/ml TIMP-1) im Vergleich zu gesunden Knorpelstanzen (13,43
ng/ml TIMP-1) statistisch signifikant erhéht (Abb. 27). In arthrotischen Knorpelstanzen ist
die TIMP-1-Konzentration nach Stimulation mit 5,0 mg/ml TFF3 statistisch signifikant
erniedrigt (Abb. 27). In gesunden Knorpelstanzen fihrt die Stimulation mit TFF3 zu einer
konzentrationsabhangigen Inaktivierung von TIMP-1, die bei einer Konzentration von 5,0
mg/ml TFF3 statistisch signifikant ist (Abb. 27).
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Abb.27 ELISA. Analyse der TIMP-1-Konzentration (ng/ml) in arthrotischen und
gesunden Knorpelstanzen nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Nach Stimulation mit 5,0
mg/ml TFF3 ist die TIMP-1-Konzentration in arthrotischen Knorpelstanzen erniedrigt; in
gesunden  Knorpelstanzen  fohrt die  Stimulaton mit TFF3 zu einer
konzentrationsabh&ngigen Inaktivierung von TIMP-1.

* - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

3.7.13 Knorpelstanzen und TIMP-2

In den unstimulierten Kontrollen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
TIMP-2-Konzentration in arthrotischen (32,88 ng/ml  TIMP-2) und gesunden
Knorpelstanzen (25,46 ng/ml TIMP-2, Abb. 28). In arthrotischen Knorpelstanzen ist die
TIMP-2-Konzentration nach Stimulation mit 0,1 mg/ml TFF3 statistisch signifikant
erniedrigt (Abb. 28). In gesunden Knorpelstanzen hat TFF3 keinen Einfluss auf die TIMP-
2-Konzentration (Abb. 28).
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Abb.28 ELISA. Analyse der TIMP-2-Konzentration (ng/ml) in arthrotischen und
gesunden Knorpelstanzen nach 24h-Stimulation mit rekombinantem TFF3 in
verschiedenen Konzentrationen (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mg/ml). Nach Stimulation mit 0,1
mg/ml TFF3 ist die TIMP-2-Konzentration in arthrotischen Knorpelstanzen erniedrigt; in
gesunden Knorpelstanzen hat die Stimulation mit TFF3 keinen Einfluss auf die TIMP-2-
Konzentration. * - signifikantes Ereignis (p<=0,05)
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3.7.14 Zusammenfassung der ELISA-Ergebnisse an Knorpelstanzen

Die Konzentrationen von MMP-1, MMP-9, MMP-13 und TIMP-1 sind in arthrotischen
Knorpelstanzen gegentber gesunden Stanzen signifikant erhéht. Nach 24h-Stimulation
mit 0,1 mg/ml TFF3 kommt es in arthrotischen Knorpelstanzen zur Aktivierung von MMP-1
und Inaktivierung von TIMP-2. Nach Stimulation mit 0,5 und 1,0 mg/ml TFF3 kommt es zu
keinen signifikanten Veranderungen in arthrotischen Knorpelstanzen. Nach Stimulation
mit 5,0 mg/ml TFF3 werden in arthrotischen Knorpelstanzen MMP-9 und MMP-13 aktiviert
sowie TIMP-1 inaktiviert.

In gesunden Knorpelstanzen hat die Stimulation mit TFF3 keinen Einfluss auf die
Konzentrationen von MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13 und TIMP-2. Lediglich TIMP-1
wird nach Stimulation mit TFF3 in hoher Konzentration (5,0 mg/ml TFF3) inaktiviert.

3.8 Caspase-3/7 Assay

Primére Chondrozyten werden 24 h mit IL-18 (10ng/ml) und TNFa (10 ng/ml) stimuliert. 4
h nach Stimulationsbeginn wird ein Teil der Zellen zusatzlich mit rekombinantem TFF3
(0,3 mg/ml) behandelt. Um den Einfluss von TFF3 auf die Apoptose in priméren
Chondrozyten zu bestimmen, wird nach Stimulationsende ein Caspase-3/7 Assay
durchgefiihrt. Dieser dient der Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt (gemessen in
relative light units = RLU) als ein Hinweis auf Apoptose.

Die Caspase-3/7-Aktivitat der unstimulierten Kontrolle (15456 RLU) ist nach Zugabe von
TFF3 (31695 RLU) statistisch signifikant erhéht (Abb. 29).

Die Caspase-3/7-Aktivitat der mit IL-13 behandelten Zellen (28049 RLU) ist nach Zugabe
von TFF3 (29702 RLU) statistisch nicht signifikant erhéht (Abb. 29).

Die Caspase-3/7-Aktivitat der mit TNFa behandelten Zellen (27750 RLU) ist nach Zugabe
von TFF3 (47656 RLU) statistisch signifikant erhdht (Abb. 29).

Nach Stimulation der Chondrozyten mit IL-18 und TNFa kommt es zu einer erhdhten
Apoptoserate gegenlber der unstimulierten Kontrolle. AuBerdem sieht man sowohl in der
unstimulierten Kontrolle als auch in den mit IL-1B und TNFa behandelten Chondrozyten
eine erhdéhte Caspase-3/7-Aktivitdt und somit verstarkte Apoptose nach zuséatzlicher
Stimulation mit TFF3.
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Abb.29 Caspase-3/7 Assay zur Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat in relative light
units (RLU) als Zeichen fur Apoptose. Primare Chondrozyten werden 24h mit IL-18
(10ng/ml) und TNFa  (10ng/ml) behandelt. Nach zusatzlicher Stimulation mit
rekombinantem TFF3 ist die Caspase-3/7-Aktivitat in allen untersuchten Chondrozyten
im Vergleich zur nicht-TFF3-stimulierten Kontrolle erhéht.

* - signifikantes Ereignis (p<=0,05)

3.9 Annexin-V Assay

Die Stimulation der Chondrozyten erfolgt analog der Beschreibung des Caspase-3/7
Assays. Nach Durchflihrung des Annexin-V Assays erfolgt die Analyse der apoptotischen
Chondrozyten mittels Durchflusszytometrie.

In unstimulierten Chondrozyten zeigt sich eine Apoptoserate von 9,37%, nach Stimulation
mit rekombinantem TFF3 (0,3 mg/ml) betragt sie 6,62%.

Die Apoptoserate der Chondrozyten betrégt nach 24h-Stimulation mit IL-18 2,56%, nach
zusatzlicher Stimulation mit TFF3 erhdht sie sich auf 4,10% (Abb. 30).

Nach 24h-Stimulation mit TNFa betragt die Apoptoserate der Chondrozyten 8,23%, nach
zusatzlicher Stimulation mit TFF3 betragt sie 1,79%.

Nach 24h-Stimulation mit IL-18 und TNFa betréagt die Apoptoserate der Chondrozyten
6,49% und erhdht sich nach Stimulation mit TFF3 auf 9,10% (Abb. 30).
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Abb.30 Annexin-V Assay. Detektion apoptotischer Chondrozyten mittels Durchfluss-
zytometrie. Primare Chondrozyten werden 24h mit IL-18 (10ng/ml) und TNFa
(10ng/ml) behandelt. Nach Stimulation mit rekombinantem TFF3 ist die Apoptoserate in
den mit IL-1f3 sowie in den mit lI-18+TNFa stimulierten Chondrozyten im Vergleich zur
nicht-TFF3-stimulierten Kontrolle erhéht. R2 — apoptotische Chondrozyten, R3 — nekro-
tische Chondrozyten, R4 — apoptotische und nekrotische Chondrozyten.
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4 Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass TFF3 im gesunden Gelenkknorpel und der ge-
sunden Membrana synovialis auf mMRNA-Ebene und auf Proteinebene nicht nachweisbar ist.
Unter pathologischen Bedingungen wie der Arthrose oder der septischen Arthritis wird es in
Chondrozyten und Synoviozyten induziert. Ganz entgegen den Erwartungen hat TFF3 im
Gelenkknorpel keine protektiven und antiapoptischen Eigenschaften, sondern destruktive
und proapoptotische Funktionen. Dabei reguliert TFF3 die Produktion von Matrixmetallopro-
teinasen und hemmt die Produktion von TIMPs.

4.1 Nachweis von TFF3 im Gelenkknorpel

4.1.1 Arthrose

Ausgangspunkt der degenerativen Gelenkveranderungen bei der Arthrose ist der Gelenk-
knorpel. Bei der Arthrose ist das Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der EZM ge-
stért, es kommt zur Knorpeldestruktion (Kramer et al., 2005; Niethard et al., 2005). Als zent-
rale Agitatoren der katabolen Vorgange bei der Arthrose werden u. a. besonders die
proinflammatorischen Zytokine IL-18 und TNFa sowie Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
angesehen (Berenbaum, 2004; Haringman et al., 2004).

Im Gelenkknorpel konnte die mRNA far TFF3 nur in arthrotischem Gelenkknorpel nachge-
wiesen werden, nicht jedoch in gesundem. TFF3 ist also ein induzierbares Gen im Gelenk-
knorpel, das unter den pathologischen Bedingungen der Arthrose induziert und dann transk-
ribiert werden kann. Das Ergebnis bestatigt Untersuchungen an der Augenoberflache, die
zeigen, dass in der gesunden avaskularen Kornea keine TFF3-Produktion stattfindet, diese
aber unter pathologischen Bedingungen induziert wird (Paulsen et al., 2008; Steven et al.,
2004).

Um die pathologischen Bedingungen bei der Arthrose zu simulieren, wurden Kultivierte Knor-
pelzellen mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1B und TNFa stimuliert. Diese Zytokine
sind im Rahmen der Arthrose hochreguliert (Berenbaum et al., 2004; Goldring et al., 2000;
Haringman et al., 2004) und spielen bei der Regulation von TFF-Peptiden ebenfalls eine Rol-
le (Emami et al., 2004).

Die Stimulationsversuche wurden mit der Chondrozytenzelllinie C28/12, einer immortalisier-
ten humanen Zelllinie aus Rippenknorpel und mit primaren Chondrozyten aus arthrotisch
verandertem Gelenkknorpel durchgefuhrt.

Priméarkulturen von ausdifferenzierten Geweben lassen sich nicht tber einen langeren Zeit-
raum subkultivieren, da sie ihre Eigenschaften verandern (Dedifferenzierung) und somit den
Nutzen fir wissenschaftliche Untersuchungen verlieren. Flr kontinuierliche Versuche mit
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gleichen Ausgangsbedingungen wird deshalb auf etablierte Zelllinien zurlickgegriffen. Bei
der verwandten Knorpelzelllinie C28/I12 handelt es sich um eine immortalisierte humane Zell-
linie, die aus Rippenknorpel gewonnen wurde. In der vorliegenden Arbeit diente sie als
Grundlage fur Stimulationsversuche und als Vertreter gesunder Knorpelzellen.

Die immunhistochemische Analyse zeigt eine starkere Reaktivitat kultivierter priméarer
Chondrozyten mit dem anti-r-TFF3-Antikérper nach Stimulation mit IL-18 und TNFa als in
der unstimulierten Kontrolle. Die Expression von TFF3 in Chondrozyten wird durch diese
Zytokine also deutlich gesteigert. Die Ergebnisse bestétigen somit die Hypothese, dass die
TFF3-Sekretion im Gelenkknorpel unter den pathologischen Bedingungen der Arthrose indu-
ziert wird.

Der Nachweis von TFF3 in der unstimulierten Kontrolle der Chondrozytenzelllinie deckt sich
nicht mit dem negativen Befund in gesundem Knorpelgewebe. Eine mdgliche Erklarung der
TFF3-Expression kénnte das haufige Passagieren der Zelllinie bei der Subkultivierung sein,
das als Reiz zu der TFF3-Induktion gefihrt haben kénnte. Ein anderer Grund kdnnte die
Transfektion mit dem Simian Virus 40 sein. Das Virusgenom veréndert im Rahmen der Im-
mortalisierung zahlreiche Parameter der Zellphysiologie. Aus Untersuchungen an der Kornea
ist bereits bekannt, dass TFF3 sensitiv auf Virusinfektionen reagiert (Steven et al., 2004).
Untersuchungen mit Zelllinien missen kritisch betrachtet werden. Durch die Immortalisierung
und die somit veréanderten physiologischen Eigenschaften sind Zelllinien nicht mit den Zellen
eines lebenden menschlichen Organismus vergleichbar. Dartber hinaus handelt es sich bei
der eingesetzten Zelllinie C28/I12 um Chondrozyten, die aus Rippenknorpel und nicht aus
Gelenkknorpel generiert wurden. Auch dies kann moglicherweise einen Einfluss auf die
durchgefihrten Untersuchungen und damit die Ergebnisse haben. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden deshalb zuséatzlich Untersuchungen an priméaren humanen Chondrozyten und an in-
vivo-Mausmodellen in Form von STR/Ort- und Balb-c-Mausen durchgefihrt, die die Situation
im menschlichen Organismus besser wiedergeben als immortalisierte Zelllinien.
STR/Ort-Mause sind genetisch pradisponiert, frihzeitig arthrosedhnliche Lasionen im Knie-
gelenk zu entwickeln (Mason et al., 2001). Wie im humanen Organismus geht die Arthrose-
entwicklung mit einer Heraufregulation der Zytokine TNFa und IL-1B einher (Chambers et
al., 1997), weswegen STR/Ort-Mause als Modellorganismen zur Untersuchung von Arthrose
dienen.

Im gesunden Kniegelenk der STR/Ort-Maus (Alter der M&use 4 Monate und junger) ist ana-
log den Ergebnissen aus gesundem humanem Knorpel kein TFF3 nachweisbar. Im Verlauf
der Arthrose, v. a. in den Stadien 1 und 2, kommt es in Chondrozyten des Kniegelenkknor-
pels zur Aktivierung der TFF3-Produktion.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass TFF3 im gesunden avaskulédren Ge-
lenkknorpel keine Bedeutung zukommt. Unter den pathologischen Bedingungen der Arthro-
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se, die mit einer Heraufregulation von TNFa und IL-1f einhergeht (Berenbaum et al., 2004;
Goldring et al., 2000; Haringman et al., 2004) kommt es allerdings vergleichbar zu den Vor-
gangen an der Augenoberflache (Steven et al., 2004) und in der Hornhaut (Paulsen et al.,
2008) zur Induktion von TFF3.

4.1.2 Septische Arthritis

AuBer dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine auf die Expression von TFF3 im Gelenk-
knorpel wird der mdgliche Einfluss von Bakterienzellwandbestandteilen auf die TFF3-
Expression untersucht. Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile gramnegativer Bakterien,
Peptidoglykane (PGN) sind Bestandteile von Staphylococcus aureus. Durch die Stimulation
mit LPS, PGN sowie Uberstadnden von Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) und
Staphyloccus aureus (S. aureus) wird der Zustand einer septischen Arthritis simuliert, die in
Extremitédtengelenken am haufigsten durch S. aureus verursacht wird (Hultgren et al., 2001;
Josefsson et al., 1999; Ryan et al., 1997; Xu et al., 2004).

Die Stimulationsversuche werden mit der Chondrozytenzelllinie C28/12 und mit priméaren
Chondrozyten aus arthrotisch verandertem Gelenkknorpel durchgeflhrt.

Sowohl in der Chondrozytenzelllinie als auch in primaren Chondrozyten lasst sich nach Sti-
mulation mit Bakterienzellwandbestandteilen eine stérkere TFF3-Expression als in der un-
stimulierten Kontrolle nachweisen. Die Ergebnisse zeigen, dass die TFF3-Produktion im Ge-
lenkknorpel auch unter den pathologischen Bedingungen einer bakteriellen Infektion indu-
ziert wird. Dies lasst sich auch auf Proteinebene zeigen: im Gelenkknorpel gesunder Balb-c-
Méause ist keine TFF3-Produktion nachweisbar; nach Stimulation mit Uberstdnden von S.
aureus wird die TFF3-Produktion induziert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die TFF3-Produktion im Knorpel auch im Rahmen einer septi-
schen Arthritis induziert werden kann. Der Einfluss von bakteriellen Infektionen auf die Ex-
pression von TFF-Peptiden wird auch im Gastrointestinaltrakt beschrieben. Clyne et al.
(2004) zeigen eine Interaktion zwischen Helicobacter pylori (H. pylori) und TFF1 in der Ma-
genschleimhaut. Diese Interaktion ermdglicht die Bindung an Muzine der Magenschleimhaut,
so dass TFF1 in der Magenschleimhaut méglicherweise als Rezeptor fir das Bakterium dient
(Clyne et al., 2004). Reeves et al. (2008) weisen weiterhin eine Interaktion zwischen H. pylori
und TFF3 nach. Xia et al. (2004) beschreiben eine verstarkte TFF2-Produktion in H. pylori-
besiedelter Magenschleimhaut im Vergleich zu gesunder Magenschleimhaut. In humanen
Magenkarzinomzellen induziert eine Infektion mit H. pylori die Expression von TFF1, TFF2
und TFF3 (Matsuda et al., 2008). Es ware interessant, in weiteren Versuchen die Interaktion
zwischen TFF3 und den an der Pathogenese der septischen Arthritis beteiligten Erregern
genauer zu untersuchen. Mdglicherweise ermdglicht TFF3 vergleichbar zu den Ergebnissen
an der Magenschleimhaut (Clyne et al., 2004) die Bindung bestimmter Bakterienbestandteile
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an die Chondrozyten und ist so ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der septischen Arth-

ritis.

4.2 Nachweis von TFF3 in der Membrana synovialis

4.2.1 Arthrose und rheumatoide Arthritis

Im Krankheitsverlauf der Arthrose kommt es nicht nur im Gelenkknorpel selbst zu degenera-
tiven Veranderungen, sondern die gesamte Gelenkstruktur einschlieBlich der Membrana sy-
novialis, des subchondralen Knochens, des Kapsel- und Bandapparates und der periartikula-
ren Muskulatur ist betroffen (Pelletier et al., 2001). Zu den Verénderungen an der Membrana
synovialis gehéren synoviale Hypertrophie und Hyperplasie sowie eine Infiltration des Gewe-
bes mit verschiedenen Entziindungszellen (Pelletier et al., 2001). Bei schweren Krankheits-
verlaufen kann das Ausmaf der Entzindung der Membrana synovialis ebenso so hoch sein
wie bei der rheumatoiden Arthritis (Pelletier et al., 2001). Einen niedrigen Grad einer Synovi-
tis findet man bereits in frihen Krankheitsstadien (Farahat et al., 1993; Haraoui et al., 1991).
Im Gegensatz zur Arthrose, bei der degenerative Veranderungen des Gelenkknorpels die
Hauptrolle spielen, steht bei der rheumatoiden Arthritis eine Entziindung der Membrana sy-
novialis im Mittelpunkt des Krankheitsgeschehens. Diese greift erst im Verlauf der Erkran-
kung auf die Gelenkflachen Uber, so dass schlieBlich eine Panar-thritis entsteht. Es kommt
zu einer allmahlichen Zerstérung des Gelenkknorpels, der Gelenkkapsel und des sub-
chondralen Knochens (Kramer et al. 2005).

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass in gesunder Membrana synovialis
kein TFF3 exprimiert wird, in Membrana synovialis von an Arthrose und an rheumatoider
Arthritis erkrankten Patienten hingegen ist TFF3 nachweisbar. TFF3 ist also auch in der
Membrana synovialis ein unter pathologischen Bedingungen induzierbares Gen. Lediglich in
der Synoviozytenzelllinie K4IM, die aus der Membrana synovialis eines gesunden Spenders
generiert wurde, wird auch ohne die Simulation pathologischer Bedingungen auf mRNA-
Ebene bereits TFF3 exprimiert. In den Gewebeproben gesunder Membrana synovialis wird
weder auf mRNA- noch auf Protein-Ebene TFF3 exprimiert. Analog den Ergebnissen im Ge-
lenkknorpel deckt sich auch in der Membrana synovialis der negative Befund im Gewebe
nicht mit dem Nachweis von TFF3 in der Zelllinie. Wie auch in der Chondrozytenzelllinie
kdnnte eine Erklarung hierfir das haufige Passagieren der Zelllinie bei der Subkultivierung
oder die Transfektion mit dem Simian Virus 40 sein.

In primaren Synoviozyten, die aus der Membrana synovialis eines an rheumatoider Arthritis
erkrankten Patienten kultiviert wurden, konnte keine TFF3-Expression nachgewiesen wer-
den. Dies kdénnte damit erklarbar sein, dass die Primarzellen in der Zellkultur nicht mehr den
»schéadlichen Einflissen und Substanzen* ausgesetzt sind, denen sie im Rahmen der rheu-
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matoiden Arthritis unterliegen und wieder die Charakteristika von ,gesunden® Synoviozyten
annehmen, die kein TFF3 exprimieren. Eine mdgliche andere Erklarung ware, dass die Sy-
noviozyten zum Zeitpunkt der Untersuchung mdglicherweise bereits zu Fibroblasten oder
anderen Zellen dedifferenziert waren, die kein TFF3 exprimieren.

Die Synoviozytenzelllinien K4IM aus der Membrana synovialis gesunder Spender und HSE
aus der Membrana synovialis einer an rheumatoider Arthritis erkrankten Patientin wurden
wie die Chondrozyten mit den Zytokinen IL-18 und TNFa stimuliert. TFF3 war sowohl in den
stimulierten Zellen als auch in der unstimulierten Kontrolle nachweisbar. Eine Quantifizierung
der TFF3-Konzentration mittels Real-time-PCR erbrachte trotz zahlreicher frustraner Versu-
che keine Ergebnisse, so dass im Rahmen dieser Arbeit keine quantitative Aussage Uber die
TFF3-Produktion in kultivierten Synoviozyten nach Stimulation mit Zytokinen getroffen wer-
den kann. Warum dieses Verfahren bei den Chondrozyten und Synoviozyten nicht funktio-
niert hat, bleibt unklar. In Zelllinien des Gastrointestinaltraktes ist der TFF3-Nachweis mittels
Real-time-PCR ein etabliertes Verfahren (Babyatsky et al., 2009; Dossinger et al., 2008;
Matsuda et al., 2008; Shimada et al., 2004). In weiteren Versuchen kdnnte eine Quantifizie-
rung der TFF3-Produktion mittels ELISAs versucht werden. Vestergaard et al. (2002) entwi-
ckelten einen ELISA zur Detektion von TFF3 in humanem Serum. Mdéglicherweise wirde
mittels dieser Methode die Quantifizierung der TFF3-Produktion in Chondrozyten und Syno-
viozyten gelingen.

4.2.2 Septische Arthritis

Die Synoviozytenzelllinien K4IM aus der Membrana synovialis gesunder Spender und HSE
aus der Membrana synovialis von an rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten wurden wie
die Knorpelzellen zur Simulation einer bakteriellen Infektion mit Bakterienzellwandbestandtei-
len (LPS, PGN, Uberstanden von P. aeruginosa und S. aureus) stimuliert. TFF3 war sowohl
in den stimulierten Zellen als auch in der unstimulierten Kontrolle nachweisbar. Eine Quanti-
fizierung dieser Ergebnisse ist wie bereits oben dargelegt nicht gelungen.

In der Membrana synovialis aus Kniegelenken gesunder Balb-c-Mause ist analog der Ergeb-
nisse aus humaner Membrana synovialis keine TFF3-Produktion nachweisbar. Nach Stimu-
lation mit S. aureus wird diese jedoch induziert.

Analog den Ergebnissen im Gelenkknorpel zeigen auch die Untersuchungen an der
Membrana synovialis, dass TFF3 in gesunder Membrana synovialis nicht exprimiert wird,
dass seine Produktion jedoch unter pathologischen Bedingungen wie bei der Arthrose, der
rheumatoiden Arthritis oder bei bakteriellen Infektionen induziert wird.
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4.3 Einfluss von rekombinantem TFF3 auf die Expression von Matrixmetalloproteina-
sen und Inhibitoren von Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) spielen bei der Zerstérung des Gelenkknorpels im Rah-
men der Arthrose (Monfort et al., 2006) und anderer Arthritiden (Firestein et al., 1996; Naga-
se et al., 1996; Nagase et al., 1993) eine Schlisselrolle. Ihre Expression wird in Chondrozy-
ten durch Zytokine wie IL-1B und TNFa aktiviert (Fernandes et al., 2002; Vincenti et al.,
2002) und durch ihre endogenenen Inhibitoren (Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteina-
ses, TIMPs) inaktiviert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Konzentration von MMP-3 in der
unstimulierten Kontrolle primarer Chondrozyten gegeniber der Zelllinie erhéht ist. MMP-3
wird in Chondrozyten produziert und spielt v. a. im Frihstadium der Arthrose eine Rolle (Thi-
bault et al., 2002). Die erhdhte Konzentration von MMP-3 in primaren Chondrozyten kénnte
dadurch erklarbar sein, dass diese aus Knorpel, der makroskopisch gesund erscheint — sich
also noch im Frihstadium der Arthrose befindet — generiert werden.

In Priméarzellen fuhrt die Stimulation mit rekombinantem TFF3 zu einer konzentrationsabhén-
gigen Aktivierung von MMP-1. MMP-1 wird in Chondrozyten und Synoviozyten produziert
und gilt als die entscheidende Matrixmetalloproteinase in der Pathogenese der rheumatoiden
Arthritis (Kevorkian et al., 2004). AuBerdem spielt MMP-1 durch den Abbau der Tripelhelix
von Kollagenen einschlieBlich des Kollagentyps Il eine wichtige Rolle bei der Knorpeldestruk-
tion im Rahmen der Arthrose (Mitchell et al., 1996).

Auch MMP-3 wird in primdren Chondrozyten nach Stimulation mit TFF3 konzentra-
tionsabhangig aktiviert. MMP-3 sorgt durch Spaltung der Telopeptidregionen der Kollagenty-
pen IX und Xl fur einen Zusammenbruch des Kollagennetzes und ist damit eine sehr friihe
Erscheinung der Arthrose (Thibault et al., 2002).

Nach Stimulation mit TFF3 kommt es ferner zu einer konzentrationsabh&ngigen Aktivierung
von MMP-13 in primaren Chondrozyten. MMP-13 wird in Chondrozyten produziert und gilt
als die entscheidende Matrixmetalloproteinase in der Pathogenese der Arthrose (Kevorkian
et al., 2004). Durch ihre Fahigkeit zum Abbau der Tertiarstruktur von Proteinen mit Praferenz
fir Kollagen Il (Knauper et al., 1997), der Hauptkomponente der EZM in hyalinem Knorpel,
spielt sie ebenfalls eine wichtige Rolle fir die Knorpeldestruktion im Rahmen der Arthrose.
Die vorliegenden Befunde zeigen dariiber hinaus, dass es durch Stimulation mit TFF3 in ho-
her Konzentration zur Inaktivierung von TIMP-1 in primaren Chondrozyten kommt. Das da-
durch vermittelte Uberwiegen der knorpelabbauenden MMPs férdert die degenerativen Ver-
anderungen im Rahmen der Arthrose.

Stimulationsversuche mit TFF3 zur Analyse des Einflusses von TFF3 auf die korneale
Wundheilung haben ergeben, dass in vivo eine TFF3-Konzentration von 5,0 mg/ml TFF3 zur
schnellsten Reepitheliasierung der Hornhauwunde fahrt, in vitro jedoch nur eine Konzentrati-
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on von 0,1 mg/ml nétig ist, um einen vergleichbaren Effekt zu erzielen (Paulsen et al., 2008).
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine konzen-trationsabhéngige Aktivierung von Matrix-
metalloproteinasen in primaren Chondrozyten, die als Monolayer kultiviert werden, durch
TFF3: je héher die TFF3-Konzentration, desto héher die Aktivierung und damit Konzentration
von Matrixmetalloproteinasen. Zur Interpretation dieser Ergebnisse ware in weiteren Versu-
chen eine Bestimmung der TFF3-Konzentration im Gelenkknorpel von beispielsweise
STR/Ort-Mausen in verschiedenen Arthrosestadien interessant, um eine mégliche Korrelati-
on zwischen der TFF3-Konzentration und dem Schweregrad der Arthrose festzustellen.

Alle untersuchten Matrixmetalloproteinasen spielen im Rahmen der Pathogenese der Arthro-
se eine wichtige Rolle und sind an der Destruktion des Gelenkknorpels beteiligt. Stimulation
primarer Chondrozyten mit TFF3 flhrt zu einer gesteigerten Expression aller untersuchten
Matrixmetalloproteinasen mit Ausnahme von MMP-9 und somit zur Zerstérung des Gelenk-
knorpels.

Stimulationsexperimente der Chondrozytenzelllinie C28/12 mit TFF3 zeigen keine eindeuti-
gen Ergebnisse. Die Zelllinie scheint im Rahmen der vorliegenden Arbeit fur die Untersu-
chungen ungeeignet und ist nicht so reprasentativ fir die Verhaltnisse in vivo wie die kulti-
vierten primaren Chondrozyten, auch wenn sie in anderen Publikationen eingesetzt wurde
(Fay et al., 2006; Lago et al., 2008; Parker et al, 2007).

In den unstimulierten Kontrollen arthrotischer Knorpelstanzen sind die Konzentrationen von
MMP-1, MMP-9, MMP-13 und TIMP-1 gegentiber gesunden Knorpelstanzen deutlich erhéht.
Somit werden alle untersuchten Matrixmetalloproteinasen mit Ausnahme von MMP-3 in
arthrotischen Knorpelstanzen verstarkt exprimiert. Diese Ergebnisse decken sich mit der
Literatur und sind einleuchtend, da die Matrixmetalloproteinasen eine Schliisselrolle in der
Pathogenese der Arthrose spielen (Monfort et al., 2006). Sie werden somit verstarkt durch
arthrotischen Gelenkknorpel produziert. Lediglich MMP-3 wird in arthrotischen Knorpelstan-
zen nicht starker exprimiert als in gesunden. Eine mégliche Erklarung dafir wére, dass sich
die Knorpelstanzen in einem fortgeschrittenen Stadium der Arthrose befinden und MMP-3 als
Enzym der frihen Arthrose (Thibault et al., 2002) deswegen nicht mehr verstarkt exprimiert
wird.

In den Knorpelstanzen war kein Einfluss von TFF3 auf die Expression von Matrixmetallopro-
teinasen und ihre Inhibitoren nachweisbar. Méglicherweise konnte TFF3 unter den experi-
mentellen Bedingungen nicht komplett in die Knorpelstanzen eindringen. In vivo wird der
Knorpel durch die Belastung des Gelenks mechanisch beansprucht und durchgewalkt (Kon-
vektion von Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten), so dass Substanzen aus der Synovia
besser zu den Chondrozyten gelangen kénnen. In dieser Form scheinen die Knorpelstanzen
ungeeignet fir die Untersuchung zu sein. In weiteren Untersuchungen kénnte der Versuch
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unter anderen experimentellen Bedingungen, z.B. unter Druckbelastung, wiederholt werden,
wie sie experimentell bereits durchgefiihrt wurden (Pufe et al., 2004; Scheerk et al., 2004).
Die Degradierung von Gelenkknorpel ist ein wichtiges Merkmal der Arthrose (Hayami et al.,
2004). Die Knorpelzerstérung wird hierbei durch Synthese und Freisetzung kataboler Sub-
stanzen wie proinflammatorischer Zytokine und Matrixmetalloproteinasen geférdert (lannone
et al.,, 2003). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass TFF3 durch die Aktivierung von
Matrixmetalloproteinasen und die Inaktivierung deren Inhibitoren einen férdernden Einfluss
auf die Pathogenese der Arthrose hat. Auch rheumatoide und septische Arthritiden gehen
mit einer erhéhten Expression von Matrixmetalloproteinasen einher (Firestein et al., 1996;
Nagase et al., 1996; Nagase et al., 1993). Es ist daher anzunehmen, dass TFF3 auch einen
fordernden Einfluss auf die Pathogenese dieser Krankheitsbilder hat. Zur Untermauerung
dieser Hypothese misste in weiteren Untersuchungen zusétzlich der Einfluss von TFF3 auf
die Produktion von Matrixmetalloproteinasen in Synoviozyten analysiert werden, die in der
Pathogenese der beiden Krankheitsbilder von entscheidender Bedeutung sind. Im Fall der
rheumatoiden Arthritis wére dabei die Untersuchung der Expression von MMP-1, die als ent-
scheidende Matrixmetalloproteinase bei der rheumatoiden Arthritis gilt (Kevorkian et al.,
2004), von besonderem Interesse. In der Pathogenese der septischen Arthritis spielen MMP-
2 und -9 (Chu et al., 2004), MMP-7 (Gjertsson et al., 2005), MMP-1, -3 und -13 (Kyburz et
al., 2003) und auBerdem MMP-10 und -11 (Kanangat et al., 2006) eine Rolle. Zur weiteren
Untersuchung des Einflusses von TFF3 auf die Pathogenese der septischen Arthritis ware
die Untersuchung der Expression der genannten Matrixmetalloproteinasen nach Stimulation
mit TFF3 interessant.

4.4 Einfluss von rekombinantem TFF3 auf die Apoptose von Chondrozyten

Die Apoptose von Chondrozyten ist ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der Ar-throse
(Blanco et al. 1989; Kouri et al., 2000; Lotz et al., 1999). Zwischen dem Schweregrad der
Arthrose und dem AusmaB chondrozytarer Apoptose besteht ein direkter positiver Zusam-
menhang (Kim et al., 2000; Thomas et al., 2007).

Um den Einfluss von TFF3 auf die Apoptose in Chondrozyten zu untersuchen, wurden pri-
mare Chondrozyten 24 h mit IL-1B und TNFa stimuliert. Diese Zytokine sind bei der Arthrose
hochreguliert (Berenbaum et al., 2004; Goldring et al., 2000; Haringman et al., 2004) und
haben eine proapoptotische Wirkung (Henrich et al., 2007; Kuzushima et al., 2006).

Nach zusatzlicher Stimulation der Chondrozyten mit TFF3 zeigte sich eine erhéhte Caspase-
3/7-Aktivitat und somit eine erhdhte Apoptoserate. TFF3 scheint also eine proapoptotische
Wirkung auf Chondrozyten zu haben.

Um die vorliegenden Ergebnisse zu untermauern wurde eine zusatzliche Methode ange-
wandt, bei der apoptotische Chondrozyten mittels Durchflusszytometrie detektiert werden.
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Die Ergebnisse bei dieser Methode waren jedoch weniger eindrucksvoll und zeigten eine
groBe Streuung der einzelnen Werte. Mdglicherweise kam es bei der Abldsung der Zellen
zur Zerstdrung bereits apoptotischer Zellen, so dass diese bei der Messung nicht mehr mit
erfasst werden konnten. Fir adhdarent wachsende Zellen scheint also das Caspase-3/7 As-
say ein genaueres Verfahren zur Erfassung der Apoptose als das Annexin-V Assay zu sein.

Die antiapoptotische und protektive Wirkung von TFF3 an Schleimhauten des Gastrointesti-
naltrakes ist schon seit langerem bekannt (Kinoshita et al., 2000; Taupin et al., 2000). Fir die
Wundheilung an der Kolonschleimhaut ist TFF3 essentiell (Taupin et al., 2000). Nach Verlet-
zungen an der Schleimhaut im Gastrointestinaltrakt beschleunigen die sofort hochregulierten
TFF-Peptide durch Férderung der Zellmigration die Wundheilung (Dignass et al., 1994;
Sands et al., 1996). Mdglicherweise hat TFF3 auch einen Einfluss auf die Zellmigration im
Gelenkknorpel. Im Rahmen der Arthrose lagern sich die Chondrozyten zu ,Clustern® zu-
sammen. Diese Zellbewegungen kénnten durch TFF3 vermittelt sein. Paulsen et al. (2008)
zeigen, dass auch in der avaskularen Kornea, die im gesunden Zustand kein TFF3 produ-
ziert, nach Epithelverletzungen eine ausgepragte TFF3-Expression induziert wird. Auch hier
hat TFF3 durch Verbesserung der Reepitheliasierung einen férdernden Einfluss auf die
Wundheilung (Paulsen et al., 2008). Weiterhin férdert TFF3 die Migration bronchialer Epi-
thelzellen und beschleunigt so die Wundheilung im Respirationstrakt (Oertel et al., 2001).
Taupin et al. (2002) beschreiben die antiapoptotischen Eigenschaften von TFF3, die in ver-
schiedenen gastrointestinalen Zelllinien und im normalen Darmepithel nachgewiesen wur-

den.

Die dargelegten Befunde zeigen — ganz im Gegensatz zu den Erwartungen — dass die be-
schriebene protektive Funktion von TFF3 im Gelenkknorpel und in der Membrana synovialis
nicht bestatigt werden kann. Sie zeigen vielmehr, dass TFF3 durch eine proapoptotische
Wirkung und einen beschleunigten Abbau extrazellularer Matrix durch gesteigerte Expressi-
on von Matrixmetalloproteinasen sowie verminderte Expression derer Inhibitoren ein negati-
ver Faktor in der Pathogenese der Arthrose ist. Die Befunde lassen ferner vermuten, dass
TFF3 auch an der Pathogenese der septischen und der rheumatoiden Arthritis beteiligt ist.
Im Hinblick auf diese Hypothese wére in weiteren Untersuchungen die Analyse des Einflus-
ses von TFF3 auf die Apoptose in Synoviozyten interessant.

Die antiapoptotischen Eigenschaften von TFF-Peptiden im Gastrointestinaltrakt sind bereits
seit langerem bekannt (Chen et al., 2000; Hoffmann et al., 2002; Kinoshita et al., 2000; Tau-
pin et al., 2000). Kurzlich konnte jedoch eine proapoptotische Wirkung von TFF2 in der Reti-
na nachgewiesen werden (Dunker et al., 2009). Ebenso zeigen die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit eine proapoptotische Wirkung von TFF3 auf humane Knorpelzellen. Diese
unterschiedlichen TFF3-Effekte kénnten durch unterschiedliche Rezeptortypen in den ver-
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schiedenen Geweben erklarbar sein. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass TFF-
Peptide ihre Wirkung im Gastrointestinaltrakt Gber Rezeptoren an der Zelloberflache vermit-
teln (Frandsen et al., 1998; Poulsen et al., 2005; Poulsen et al., 2003; Poulsen et al., 1998).
Weiterhin konnten potentielle Bindungsstellen fir Rezeptoren in allen TFF-Peptiden nach-
gewiesen werden (Carr et al., 1994; De et al., 1994). Obwohl bekannt ist, dass TFF-Peptide
ihre Wirkung Uber die Aktivierung von Signalwegen vermitteln (Emami et al., 2004; Hoff-
mann, 2005) und auch verschiedene Bindeproteine flr TFF-Peptide identifiziert wurden
(Chinery et al., 1995; Otto et al., 2006; Tan et al., 1997; Thim et al., 2000), konnte lange kein
Rezeptor mit der Signaltransduktion von TFF-Peptiden in direkte Verbindung gebracht wer-
den. Erst kirzlich wiesen Dubeykovskaya et al. (2008) zum ersten Mal einen TFF-Rezeptor
nach, indem sie zeigen, dass TFF2 seine Wirkung in epithelialen und lymphozytischen Zellli-
nien Uber den CXCR4-Rezeptor vermittelt und so Signalwege induziert, die eine wichtige
Rolle bei der Migration und Proliferation der Zellen spielen. Fir TFF3 konnte bislang kein
Rezeptor nachgewiesen werden. Taupin et al. (2000) zeigen, dass TFF3 in Zelllinien des
Kolons Uber eine Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase den Zelltod verhindert. Weiterhin
zeigen Rivat et al. (2005), dass TFF3 in kolorektalen Zelllinien tGber eine Aktivierung des
STATS3-Signalwegs invasives Wachstum der Zellen unterstiitzt. Méglicherweise wirkt TFF3 in
Zellen des Gastrointestinaltraktes (iber Rezeptoren, die das Uberleben der Zellen férdern
und im Gegensatz dazu im Knorpelgewebe Uber Rezeptoren, die die Induktion von Apoptose
beginstigen. Es wére daher von groBer Bedeutung, in weiteren Untersuchungen Rezeptoren
fir TFF3 zu identifizieren.

4.5 Ausblick und Perspektiven

Im Gegensatz zu den Erwartungen scheint TFF3 im Extremitatengelenk keine protektiven
und antiapoptotischen Eigenschaften zu haben, wie sie in Schleimhduten beschrieben wer-
den. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass TFF3 durch eine verstarkte Ex-
pression knorpeldegradierender Matrixmetalloproteinasen sowie eine proapoptotische Wir-
kung auf Chondrozyten einen zusatzlichen Faktor in der Pathogenese der Arthrose und der
septischen Arthritis bildet und dass somit TFF3-Antagonisten wie anti-TFF3-Antikorper als
potentielles Therapeutikum bei degenerativen Erkrankungen des Gelenkknorpels zum Ein-
satz kommen kénnten.

Die vorliegenden Ergebnisse stellen einen von Steven et al. (2004) und Paulsen et al. (2008)
an der Augenoberflache erhobenen therapeutischen Nutzen von TFF3 in Frage. Steven et al.
(2004) werten die Induktion der TFF3-Expression bei Erkrankungen der Kornea als Protekti-
onsmechanismus gegen progressive Gewebezerstérung und stellen die Hypothese auf, dass
TFF3 aufgrund seiner antiapoptotischen und motogenen Funktionen den Selbstheilungspro-
zess bei kornealen Erkrankungen foérdert. Paulsen et al. (2008) beschreiben eine Férderung
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der Wundheilung an der Kornea durch TFF3 und untermauern einen therapeutischen Nutzen
von TFF3 bei kornealen Verletzungen durch topische Applikation. Aufgrund der gezeigten
proapoptotischen Wirkung von TFF3 auf primare Chondrozyten sollte dieses Therapiekon-
zept in neuen Untersuchungen genau Uberpriift werden. Mdglicherweise sind die verschie-
denen Effekte von TFF3 in der Kornea und im Gelenkknorpel aber auch dadurch erklarbar,
dass es sich bei der Arthrose um eine chronisch-degenerative Erkrankung und bei der
Wundheilung um ein akutes Geschehen handelt. Dies muss in weiterfihrenden Untersu-
chungen geklart werden.
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5 Zusammenfassungq

Bei der Arthrose handelt es sich um eine Degeneration des Knorpelgewebes mit sekundarer
Knochenl&sion und entziindlich bedingter Schrumpfung der Gelenkkapsel. Urséchlich fir die
pathologischen Veranderungen werden u. a. die proinflammatorischen Zytokine II-13 und
TNFa sowie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) angesehen, die zu einem Abbau von Gelenk-
knorpel flhren.

Den in mukdsen Sekreten vorkommenden Trefoil-Factor-Family-Peptiden werden protektive
und regenerative Funktionen an Schleimhauten zugeschrieben. Gut untersucht ist ihre Be-
deutung v. a. im Gastrointestinaltrakt; sie werden aber auch in vielen anderen Schleimhauten
gebildet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte TFF3 im Gelenkknorpel sowie in der Membrana
synovalis nachgewiesen werden. Dabei kommt TFF3 in gesundem Gelenkknorpel und in
gesunder Membrana synovialis nicht vor; seine Expression wird jedoch unter den pathologi-
schen Bedingungen der Arthrose oder der septischen Arthritis in den beiden Geweben indu-
Ziert.

Matrixmetalloproteinasen spielen bei der Zerstérung des Gelenkknorpels im Rahmen der
Arthrose und anderer Gelenkerkrankungen eine Schlisselrolle. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass rekombinantes TFF3 die Expression von Matrixmetalloproteinasen in primaren
Chondrozyten férdert und somit die Pathogenese der Arthrose unterhalt.

Interessanterweise zeigen die vorliegenden Ergebnisse zum ersten Mal eine pro-
apoptotische Wirkung von TFF3 auf Chondrozyten.

Somit kommen TFF3 im Gelenkknorpel und in der Membrana synovialis nicht die protektiven
und wundheilungsférdernden Funktionen zu, die in Schleimhduten des Gastrointestinaltrak-
tes lange bekannt sind. Vielmehr zeigt sich, dass TFF3 durch eine verstarkte Expression
knorpeldegradierender Matrixmetalloproteinasen sowie eine proapoptotische Wirkung auf
Knorpelzellen ein zusétzlicher Faktor in der Pathogenese der Arthrose ist. Die Befunde las-
sen weiterhin vermuten, dass TFF3 auch an der Pathogenese der septischen Arthritis betei-
ligt ist.
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10.

Thesen

Das Trefoil-Factor-Family-Peptid 3 (TFF3) hat vielfaltige physiologische Funktionen
und kommt in verschiedenen Geweben des menschlichen Kérpers vor. Bekannt sind
v. a. seine protektiven, regenerativen und antiapoptotischen Eigenschaften im
Gastrointestinaltrakt.

Als Arthrose bezeichnet man eine degenerative Gelenkerkrankung, bei der es zu ei-
ner Zerstdérung des Gelenkknorpels mit sekundarer Knochenlasion und entzindlich
bedingter Schrumpfung der Gelenkkapsel kommt.

TFF3 ist in gesundem Gelenkknorpel und in gesunder Membrana synovialis nicht
nachweisbar.

In arthrotischem Gelenkknorpel sowie arthrotischer Membrana synovialis ist TFF3
nachweisbar. TFF3 ist ein induzierbares Gen im Gelenkknorpel und der Membrana
synovialis, das unter den pathologischen Bedingungen der Arthrose exprimiert wird.
Im Rahmen der Arthrose sind die Zytokine IL-13 und TNFa hochreguliert. Diese Zyto-
kine induzieren in kultivierten Chondrozyten eine hohe Expression von TFF3.

Der Zustand einer septischen Arthritis wird durch Stimulation mit Bestandteilen von
Bakterienzellwanden sowie Uberstdnden von Staphyloccocus aureus und Pseudo-
monas aeruginosa simuliert. Unter diesen Bedingungen ist TFF3 im Gelenkknorpel
und der Membrana synovialis nachweisbar. Die TFF3-Expression wird also auch un-
ter den pathologischen Bedingungen der septischen Arthritis induziert.
Maoglicherweise ermdglicht TFF3 die Bindung bestimmter Bakterienbestandteile an
die Chondrozyten und ist so ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der septischen
Arthritis.

Bei der rheumatoiden Arthritis steht eine Entziindung der Membrana synovialis im
Mittelpunkt des Krankheitgeschehens. In der Membrana synovialis von Patienten mit
rheumatoider Arthritis wird TFF3 ebenfalls exprimiert. Dies kénnte darauf hindeuten,
dass TFF3 einen Faktor in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis bildet.

In Chondrozyten- und Synoviozytenzelllinien kann TFF3 auch unter physiologischen
Bedingungen nachgewiesen werden. Moglicherweise wird die TFF3-Produktion durch
das haufige Passagieren der Zelllinie bei der Subkultivierung oder durch die Trans-
fektion der Zelllinien mit dem Simian Virus 40 induziert.

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) spielen eine Schlisselrolle in der Pathogenese der
Arthrose. Ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und ihren Inhibitoren (Tissue Inhibi-
tors of Matrixmetalloproteinases=TIMPs) fuhrt zur Knorpeldestruktion. TFF3 reguliert
die Produktion von MMPs und TIMPs im Gelenkknorpel.
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12.

13.

14.

15.

16.

In kultivierten Chondrozyten zeigt sich eine konzentrationsabhéngige Aktivierung der
in die Pathogenese der Arthrose involvierten Matrixmetalloproteinasen MMP-1, MMP-
3 und MMP-9 nach Stimulation mit rekombinantem TFF3 sowie eine Inaktivierung
von TIMP-1 durch hohe TFF3-Konzentrationen. Durch die Aktivierung von MMPs und
die Inaktivierung deren Inhibitoren hat TFF3 einen férdernden Einfluss auf die Patho-
genese der Arthrose.

Auch die septische und die rheumatoide Arthritis gehen mit einer erhéhten Expres-
sion von MMPs einher. Es ist daher anzunehmen, dass TFF3 auch einen férdernden
Einfluss auf die Pathogenese dieser Krankheitsbilder hat.

Die Aktivierung von MMPs in kultivierten Chondrozyten durch rekombinantes TFF3 ist
konzentrationsabhangig. Mdglicherweise besteht in vivo ein Zusammenhang zwi-
schen der TFF3-Konzentration im Gelenk und dem Schweregrad der Arthrose

Die unterschiedliche Wirkung auf Apoptose in Chondrozyten und Zellen des Gastroin-
testinaltraktes von TFF3 kdnnte durch unterschiedliche Rezeptortypen in den ver-
schiedenen Geweben erklarbar sein. Bislang ist noch kein Rezeptor fiir TFF3 be-
kannt.

TFF3 scheint durch eine verstarkte Expression knorpelzerstérender MMPs sowie eine
proapoptotische Wirkung auf Chondrozyten einen zusatzlichen Faktor in der Patho-
genese der Arthrose zu bilden.

TFF3-Antagonisten wie anti-TFF3-Antikérper kdnnten als potentielles Therapeutikum
bei degenerativen Erkrankungen des Gelenkknorpels zum Einsatz kommen.
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