Aus der
Orthopadischen Klinik und Poliklinik
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. med. Dipl. Ing. V. Jansson

EINFLUSS VON P-SELEKTIN UND GPIIB/IIA
AUF DIE SYNOVIALE MIKROZIRKULATION BEI DER
ANTIGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS

EINE IN VIVO ANALYSE AN DER MAUS

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen
vorgelegt von
Philip Manuel Metz
aus Essen
2006



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Minchen

Berichterstatter:
Mitberichterstatter:
Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prufung:

Prof. Dr. Dipl. Ing. V. Jansson
Priv. Doz. Dr. A. Schober
Priv. Doz. Dr. U. Wintergerst
Dr. M. Schmitt-Sody

Herr Prof. Dr. D. Reinhardt

20.07.2006



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG .ottt et e et et e et e e et e e ea e eenns 1
1.1 Rheumatoide AFREITIS (RA) ...ttt s e e b e bbb e bt e s e b et e sbe e e 1
1.2 TRFOMBOZYTEN ... bbb b bt bbbt a e s e e b e b e sb e bt e b e e bt e b e et enbeneesbe b e 3
1.3 AdhESIONSMOIEKUIE .....ocviieiiciicee ettt b et sttt bttt et b 8
131 PoSBIEKEIN ...ttt bt bt een et et et neenEeeReeneeneentenreareas 10
1.3.2 LT 1o 1 OO TSO S PR 13
2 ZIEL DER STUDIE ...oi ittt e e e e e e e e e e e e ees 15
3 MATERIAL UND METHODEN .....coiiiiiii e 16
TN A N o144 1=1 g XUV OSSR U 16
I B 7 3 1Y/ o T [ | OSSOSO URP 16
321 GIUNGIAGEN ...ttt b bbb bt bbbttt b ettt b et et n e 16
T I A VY €S ot 0 =] - OSSR 17
3.2.1.2  Arthritisinduktion und UntersuchungSzeitpunKLe. ..........ccooeiiiriiiineiiiencse e 17
3.2.1.3  KIINISChE EFSCNEINUNG. ... .citiiieitiiiieiiie ittt e bbb e e e b e 18
3.2.1.4  KniegelenkSAUICRMESSET ... ..o it et bt e e e e 19
3.2.1.5  HiStOlOQISCNE AUSWEITUNG ...c.vetiitiiuieiieitete sttt ettt st bbbt e b b et e be b e eb e e e e seeseesbesbesreneas 19
3.2.2 (@] 0T 1 T0] 11 o SO 20
O R T 14 (o1 OSSP PRRSRPRN 20
3.2.2.2  VErsUCNSAUTDAU ..ottt ettt et sttt re b e 20
3.2.2.3  ChirurgisChe Praparation...........ccciueiierieieieseseseeeeie e e seeste s e e reeae e sae e tesresreeneeseesneseseesrenes 21
3.2.3 Fluoreszenzmarkierung der ZEHEN ..........covooi i nre 23
3.2.3.1 Kardiale Punktion und Thrombozytenmarki€rung ..........ccccvvvrviieiiereie e 23
3.2.3.2  LeUKOZYENTAIDUNG ..oveviitiiteicis ettt bbbt sb e et sb et sne e 24
3.2.3.3  PlaSmMAafarDUNG .....c.ooiiiiiiie bbb et et 25
3.24 INErAVItAlMIKIOSKODIE ...t ettt e b 26
3.25 MiKrozirkulatoriSChe PArameLter..........ccuoiiiiiiieie ettt ettt e b e b 27
3.2.5.1  VENOIENAUICRIMESSET .....eitiiiiiii ettt bbbttt bbb bt st e et e ne e e bbb e 27
3.25.2  ErythrozytenflieRgesChwindigKeit...........cceiiiiiieiiiciiccc e e 27
3.25.3  Funktionelle KapillardiChte..........c.coeiiiiiiiicicce et sre s 27
3.2.5.4 Rollen und Adhérenz der markierten ZeHen ...........cocoiviiiiieiineicie e 27

3.3 Abschnitt 1: Einfluf? von thrombozytéren bzw. endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten-
und Leukozyten-Endothelzell-TNTeraktion.............cooiiiiiiiiieeee et 29
331 A 1] OSSOSO SO TR SPRPO 29
3.3.2 VersuChSAUICHTURIUNG .......ouiiiiic bbb 29
3321 VEISUCNSOIUDDEN ...ttt ettt ettt t etk bbbt b e s e bt sb et eb e bbb b bt e bt b e ebene et e ebe e ebeane e 29
3.3.2.2 VErsUCNSPIOTOKOI .......c.veviiiiciiiteiet bbbttt b e et sne e 31
3.3.2.3  VErsUChSADIAUT ... bbb e 32

3.4  Abschnitt 2: Die Rolle von GPIIb/Illa fir die Thrombozyten und Leukozyten-Endothelzell-
=T = o] o OO OO OSSOSO 33



34.1 BT ) 1 =T TSRS 33

3.4.2 A 1] OSSOSO SO TR SPRPO 34
3.4.3 VersuchSAUICHTUNIUNG .....ocviieccec et e e e nrenre e 35
T B0 A V=Y €S ot g0 0] o =1 o OSSR 35
3.4.3.2  VersUChSPIOTOKOI .......c.ocuiiiiiiiieiici bbbttt sre e 37
3.4.3.3  VErsUChSaDIAUT ..o e nre s 38
N N 1 S I 1 PP PP 39
5 ERGEBNISSE ... 40

5.1  Abschnitt 1: EinfluB von thrombozytéren bzw. endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten-

und Leukozyten-Endothelzell-TNTeraktion.............oooiiiiiiiiieee e 40
51.1 ATTRFTEISINAUKLION ...ttt et sttt sbe et e b e 40
5111 SPONTANVETNAIEN ......citiiiiiitiiecieite ettt bbbt bbb sr et b e sbe e 40
5.1.1.2  KNIiegelenKSAUICNMESSET ... ....coiiiitiiieiite sttt b ettt sb e et sb e e sne e 41
5113 KOIPEIGEWICKHT. .. ..ttt b et b et b bbb et e b et be e ebesre e 41
LN O S o 13 (0] [ [OOSR 41
5.1.2 INtrA0PEratiVe PArAMETET ........oiuiiieiieiieiee ettt bttt b e bbbt et e e et e b b 42
513 Héamodynamik und MiKromorphologie. ..........cceiiiiiiiee e s 43
514 Thrombozyten-Endothelzell-INteraktion ... e e 44
515 Leukozyten-Endothelzell-INteraktion.............ccccivoiiiiic i sre 46
5.2 Abschnitt 2: Die Rolle von GPI1Ib/Il1a fur die Thrombozyten und Leukozyten Endothelzell-
1 0T =1 Ao ] o OSSO PR RPN 48
52.1 ATTRFTEISINAUKLION ...ttt b et b e ettt sbe et e abe e 48
LT A oo o1 = Y T = =1 o 48
5.2.1.2  KNIiegelenKSAUICNMESSET ... ....coitiiiiiieicie ettt bbb et sne et sne e 49
5.2.1.3  KOIPEIGEWICKL. .. .c.eiiiitiiitiiieeie sttt et b e bbb bbb et be et e b e b b e 49
B.2. 14 HISTOIOGIE ..ottt b bbb bbbtk bbb e sre e 50
5.2.2 INtrA0PEratiVe PArAMETET .......o ittt ettt b e bbbt e e e sae b b e 50
523 Hamodynamik und MiKromorphologie. ..........oceeiiiiiiiiee e e 51
524 Thrombozyten-Endothelzell-INteraktion ... 52
525 Leukozyten-Endothelzell-INteraktion.............cccciviiiiiic i s sre 53
6 KRITISCHE DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE .......ccooviiiiiiiiiiceeeis 56
LTS A =g o o =1 gl o] Tt 0 1o o S 56
8.2 ZEBISELZUNG ...ttt bbb bt b ek b e bbb bt b bbbt b e bt 58
6.3 2= TSN Y, [0 T 1= | USROS 60
6.3.1 Die Antigen-induzierte Arthritis der MaUS..........ccovviviieiieicie e sre 60
6.3.2 Die chirurgisChe PrAPAratioN ..........ccveiveieiirise ettt st st e s e e e eesresrenrenneas 61
6.3.3 Die INtravitalmiKrOSKOPIE ....cc.vieiuiiiiicieiese s se sttt e e et resresra e eneeseenennrenneas 61
6.3.4 LTV [N T I L= Y TS 62
6.3.5 FIUOIESZENZMAIKIEIUNG ...ttt bbbttt bt nn s 62
6.3.6 ThromMBDOZYIENSEPAIALION ......c.eitiieiiiteieie ettt bbbt 64
6.4  Abschnitt 1: Einfluf? von thrombozytéaren bzw. endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten-
und Leukozyten-Endothelzell-INteraktion.............ccooviiiiiieiec e nns 65
6.4.1 Einbettung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Hintergrund.............ccocooviiiiiiini e 65
6.4.2 Einflu von P-Selektin auf die Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion.............. 67
6.4.3 ot a1 101K Fo] [o T 0T T OSSR 69

6.5  Abschnitt 2: Die Rolle von GPIlIb/Il1a fur die Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-
ENEEFAKEION ...t bbbt b et b b e bbb e bt e b ekt e b et ekt e b et eb e e b et et sr et b n e 70



6.5.1
6.5.2
6.5.3

Einbettung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Hintergrund............ccccoovvveieiiiieicseseennns
Einflul von GPIIb/Illa auf die Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion..............

SchluRfolgerung

7 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLURFOLGERUNG .......ccccoeiiiiiiiiiiiiieeeeeenns

8 ABKURZUNGEN

9 LITERATURVERZEICHNIS ...

10

11

DANKSAGUNG

CURRICULUM VITAE ...



1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-inflammatorische Erkrankung, die fort-
schreitend alle Gelenke des menschlichen Organismus befallen kann. Am Anfang
kommt es zu einer Entzindung des Synovialgewebes mit Freisetzung lytischer En-
zyme, wobei es konsekutiv zu einer massiven Destruktion der angrenzenden Knorpel

und Knochen kommt (1;2).

Bevorzugt werden symmetrisch die Finger-, Zehen-, Hand-, und FulRgelenke befal-
len. Die Synovialis ist hyperplastisch verandert und mit autoreaktiven T- und B-
Zellen, sowie Monozyten infiltriert. Von dieser granulierenden, proliferierenden Syno-

vialis (Pannus) wird der Knorpel schlieBlich Uberwuchert und zersetzt.

FiUr die Betroffenen stehen die schmerzhaften Veranderungen der Gelenke im Vor-
dergrund. Diese werden von unspezifischen, allgemeinen Symptomen wie Abge-

schlagenheit, Fieber und Morgensteifigkeit flankiert.

Um diesem Vollbild der Erkrankung entgegenzutreten, werden zu Beginn, besonders
in den akuten Schiben nicht steroidale Antirheumatika verabreicht. Ist der Therapie-

erfolg nicht zufriedenstellend, werden diese mit Kortikosteroiden kombiniert.

Als immunmodulatorische Medikamente stehen zum Beispiel Methotrexat und Sulfa-
salazin zur Verfugung. Hierbei ist jedoch das weite Spektrum der Nebenwirkungen,
wie Immuninsuffizienz, gastroenterale Beschwerden und Resistenzbildungen beson-

ders zu berucksichtigen (3).

In den letzten Jahren kommen vor allen Dingen in spezialisierten Kliniken syntheti-
sche Antikorper gegen die stark entzundungsfordernden Enzyme TNF alpha und In-
terleukin 1 zur Anwendung. Diese Antikorper sind jedoch teuer, haben viele Neben-
wirkungen, wie Entziindungsreaktionen, Fieber, Ubelkeit, Infektionen und es kénnen

sich Resistenzen bilden (4).
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Da kurative Behandlungsmoglichkeiten fehlen, schreitet die Erkrankung durch den
chronischen Charakter mit einem grof3en Leidensdruck fort. Schlufendlich kdnnen

Gelenkersatzprothesen multipler Gelenke oder Invaliditat die Folge sein.

Abbildung 1: Stadien der Entwicklung der Arthritis. Von links nach rechts: entziindlichen Veranderun-
gen, Synovialishyperplasie, Knorpelverlust, Funktionsverlust. (http://www.rheumanet.org)

Laut Rheumaliga liegt die Pravalenz der RA bei ca. 1%, die der Spondylarhtropathien
ebenfalls bei 1% und die des Systemischen Lupus Erythematosus bei 0,2%. Durch
rheumatische Erkrankungen kommt es in der Bundesrepublik Deutschland zu einem
Ausfall von ca. 52 Mio. Arbeitstagen und es entsteht ein volkswirtschaftlicher Scha-
den von ca. 10 Mrd. € jahrlich. Bei der Arthritis ist das weibliche Geschlecht im Ver-
haltnisse 3:1 bevorzugt betroffen und die Lebenserwartung ist um ca. 20% reduziert

(http://www.rheumanet.org/content/m2/k2/index.aspxx).

Obwohl die RA als Autoimmunerkrankung gilt, ist die genaue Atiologie nach wie vor

nicht geklart.

Allerdings sind bereits erste Einblicke bezuglich der immunologischen und geneti-
schen Pradispositionen der RA moglich. Die hierbei zu Grunde liegenden Mechanis-
men, wie die Interaktion zwischen Thrombozyten, Leukozyten und Endothel, die
Stickstoffsynthese und die Rolle der T-Zellen ricken naher ins wissenschaftliche In-
teresse. So findet sich in einem frihen Stadium der Erkrankung eine Immigration
von aktivierten Entziindungszellen in die Synovialismembran. Dazu zahlen Ma-
krophagen, neutrophile Granulozyten und CD4 positive T-Zellen sowie eine gestei-
gerte Mastzell-Degranulation (5). Durch die gesteigerte Produktion von angiogenen
Mediatoren, wie dem Vascular Endothel Growth Faktor (VEGF) kommt es zur Neo-

vaskularisation und folgend zur Invasion von weiteren inflammatorischen Zellen und
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Faktoren (6). Zu diesen Faktoren zahlen Teile des Komplementsystems wie Cb5a,
Leukotrien B4, Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa) und der Plattchen-aktivierender
Faktor (PAF) (7). Diese unterhalten die Entzindung und provozieren die Infiltration
von Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Diese Mechanismen
fUhren zu einer Freisetzung groRer Mengen an Proteasen, die fur die direkte Schadi-

gung der Zellen verantwortlich sind (8).

Sauerstoffradikale Lytische Enzyme

Endothel- und
Gewebeschaden

Abbildung 2: Auswirkung der Aktivierung von Leukozyten. Durch Ausschittung von aktiven Moleku-
len kommt es konsekutiv zum Schaden am Endothel und dem Synovialgewebe.

1.2 Thrombozyten

Die zellkernlosen Thrombozyten sind mit 2-4um die kleinsten korpuskularen Be-
standteile des Blutes. Zwischen 150000-400000 Blutplattchen pro ul Blut zirkulieren
unter physiologischen Bedingungen im Blut. Sie werden im Knochenmark und im

retikuloendothelialen System durch Abschnirung aus den Megakaryozyten gebildet
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und in der Milz gespeichert (9). lhre zentrale Aufgabe wurde in der Hamostase gese-
hen, jedoch wurden in jungster Zeit viele Eigenschaften entdeckt, die denen der Leu-

kozyten ahneln (10).

Daher war die Rolle der Thrombozyten in der Physiologie des Menschen seit ihrer
ersten umfassenden Beschreibung durch Bizzozero 1882 auf ihren Einflu® in der
primaren Blutstillung und Thrombose reduziert (11). Initial wurden sie als Zerfallspro-
dukte anderer Blutbestandteile durch Nasse 1836 beschrieben und erst Wright ent-
deckte 1906, dal} die Blutplattchen Abschnurungen der Plasmamembran von Mega-
karyozyten darstellten (12;13). Seit den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts
standen dann die Signalkaskaden und der Einflu von Aspirin auf die Gerinnung im
Vordergrund der Forschung (14). Es folgte bis in die neunziger Jahre die Aufarbei-

tung der Rolle von Thrombozyten in der Hdmostase und Gerinnung (15).

Es gibt jedoch zunehmend Hinweise darauf, daly auch Thrombozyten am inflamma-
torischen Prozel} beteiligt sind. So exprimieren Thrombozyten eine Reihe von Adha-
sionsmolekulen wie P-Selektin, GP llb/llla und Integrine, die Interaktionen anderer
Zellpopulationen beeinflussen kdnnen. Nach ihrer Aktivierung setzen Thrombozyten
proinflammatorische und vasoaktive Substanzen frei, und sie haben die Fahigkeit
Leukozyten und andere immunkompetente Zellen zu modulieren (16;17). AuRerdem
konnen sie auch direkt bakterizid, antifungal, antiparasitar und sogar anticanzerogen
wirken (18-20).
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Aktivierter Thrombozyt

Aktivierung Zelladhasion
des Immunsystems und Entziindung
Emigration

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Fahigkeiten des aktivierten Thrombozyten.

Die Thrombozyten sind somit die ersten immunkompetenten Zellen, die im Bereich
einer Gewebsaffektion adharieren. Wahrend dieser Akkumulation erfolgt ihre Aktivie-
rung und damit die Freisetzung von chemotaktischen Faktoren (21). Diese Stoffe, die
aus den intrazelluldren Granula und direkt aus dem Zytoplasma freigesetzt werden,
haben die Fahigkeit, die Einwanderung von Leukozyten und immunkompetente Zel-
len zu modulieren (17). Zu den Chemokinen, die von Thrombozyten ausgeschuttet
werden, gehort zum Beispiel Platelet Activating Factor (PAF), der die Funktion von
Leukozyten, immunkompetenten Zellen und Endothelzellen moduliert (22;23). Weiter
setzen Thrombozyten Adenosin Di-phosphat (ADP), Serotonin, Stickoxid und
Thromboxan A2 frei, welche Uber das Endothel zur Ausschittung von Endothel Re-

laxing Factor (24), Prostaglandin 12 (PGI2) und weiterem Stickoxid fuhren. Zusatzlich
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verfugen sie Uber alpha Granula, die Fibronectin, Fibroblast Growth Factor (FGF)
und Transforming Growth Factor (TGFR) beinhalten. Diese Stoffe sind fur die Wie-
derherstellung von beschadigten Endothelzellen nétig, kdonnen jedoch zu einer Uber-

schieRenden Neovaskularisation fihren.

Zu den potentesten thrombozytaren Faktoren gehéren RANTES (regulated upon ac-
tivation normal T cell expressed and secreted), ENA-78 (epithelial neutophil-
activating protein-78), MIP-1a (Macrophage inflammatory protein-1a) und PF 4 (Pla-
telet Faktor 4) (25). RANTES bindet an entziindetes Endothel, wobei es die Adhasion
von Monozyten forciert. Vergleichbar mit der Stimulation durch Antigenkontakt, akti-
viert RANTES direkt die T-Zellen (26). Bei Monozyten greift RANTES direkt in die
Expression von Genen, die direkten EinfluR auf die Entzindung haben, ein (27).
Daneben induziert ENA-78 die Eigenstimulation von B, Integrinen, die die Adhasion
von neutrophilen Granulozyten an das Endothel steigert (28). Auch MIP-1a induziert
mit PF4 die Differenzierung von Makrophagen bei entziindlichen Prozessen (25).
Neben diesen Effektoren sezernieren aktivierte Thrombozyten gro3e Mengen Stick-
oxid und synthetisieren durch Cyclooxygenase (COX) inflammatorisch potente Lipi-
de. Zu diesen gehdrt auch die Phospholipase A2, die vorwiegend von aktivierten
Thrombozyten ausgeschiuttet wird (29). Hier konnte gezeigt werden, dal die Kon-
zentration dieser Lipase im Synovium und Serum bei Patienten mit Rheumatoider
Arthritis, im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten, signifikant erhoht ist und dies

mit dem klinischen Ausmal} der Erkrankung korreliert (30).

Die obigen Prozesse deuten darauf hin, daf? die Thrombozyten eine zentrale Stellung
bei der inflammatorischen Reaktion des Organismus bei Arthritis einnehmen konn-

ten.

Hilliquin et al. konnte zeigen, dal} ein Platelet-activating factor Antagonist die klini-
schen Symptome bei rheumatoider Arthritis reduziert (31). Dartiber hinaus konnte
Joseph et al. einen Anstieg der Thrombozyten-Leukozyten-Komplexe bei RA nach-

weisen (32).

Die Tabelle 1 gibt einen kleinen Uberblick tiber die von Thrombozyten sezernierten

Molekdle.
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- Transforming growth
factor-B

- Epidermal growth
factor

- Endothelial cell
growth factor

Zytokinahnliche Proteine

- Interleukin-1

- CD40-Ligand

- Plattchenfaktor-4

- B-Thromboglobulin

Koagulationsfraktion
-HMWK

- Plasminogen
-PAI-1

- Faktor V

- Faktor X

- Fibrinogen

- Protein S
a-Arabinoside
B-Galactosidase
B-Glucuronidase
N-Acetyl-
glucosaminidase
Elastase
Kollagenase
Kathepsin

Dichte Granula o Granula Lysosomen
ATP Enzyme a-Arabinoside
ADP a1-Antitrypsin B-Galactosidase
Caz+ - a2-Makroglobulin B-Glucuronidase
Serotonin - az2-Antiplasmin N-Acetyl-
Phosphat - C1-Esterase-Inhibitor glucosaminidase
Guaninnukleotide Elastase

Adhasive Proteine Kollagenase

- Fibrinogen Kathepsin

- Fibronektin

-vWF

- Thrombospondin

- Vitronektin

- GPIIb/la

Wachstumfaktoren

-PDGF

Abbildung 4: Ubersicht tiber einen Teil der von Thrombozyten freigesetzten Molekiile und deren Her-
kunftsort. Darstellung: Gawaz et al. (9)

Die bisherigen Ergebnisse der Arbeitsgruppe geben zusatzlich Hinweise auf den Ein-
flul von Thrombozyten auf die Entzindungsrektion bei Arthritis. Der Arbeitsgruppe
gelang es erstmals in vivo die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion bei AiA zu vi-
sualisieren und quantifizieren. So war bei intravitalmikroskopischen Beobachtung der

synovialen Mikrozirkulation die Interaktion von Thrombozyten mit dem Endothel in
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arthritischen Wildtyptieren gegenuber Mausen ohne AiA, erhoht. Die Fraktion der
rollenden Blutplatichen war um den Faktor 4 vergrofRert und die Anzahl der adharen-

ten Thrombozyten um das 12fache (33).

04 * 2500 - E
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=
3 =
g E
b = 1500
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g o2 2
= 2
— 1
=9 = 1000
o =
2 =
= =
= =
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< L
0,0 0

control AiA control AlA

Abbildung 5: Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion bei gesunden C57/BI6 Mausen (control) und bei
Tieren mit AiA (AiA). n=7, MWSEM, * = p<0,05 (33)

1.3 Adhasionsmolekile

Intensive Interaktion und Kooperation diverser Zellpopulationen sind ein Charakteris-
tikum des Immunsystems. Adhasionsmolekile sind Oberflachenrezeptoren von Zel-
len und spielen eine wichtige Rolle fur diese Interaktionen zwischen den Zellarten.
Von diesen Mechanismen sind auch die Adhasion von Thrombozyten und deren Ak-
tivierung abhangig, sowie die Adhasion von Leukozyten und deren Eintreten durch
die Endothelschicht in das Gewebe (34). Des weiteren sind Adhasionsmolekile an
der Lymphozyteninteraktion mit antigenprasentierenden Zellen, der T/T und T/B-Zell-
Kooperation beteiligt, was wiederum zur Aktivierung und Differenzierung der Lym-
phozyten fuhrt (35).

Dabei zeigt sich, day Adhasionsmolekile nicht nur mechanische Verbindungsmole-

kile sind, sondern wichtige Signalfunktionen besitzen. Ihre Bedeutung bei der Regu-
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lation von interzellularen Signalen, offeriert Potential fur antientzindliche und im-

munmodulatorische Interventionen (8;36).

Die im Rahmen der Entzindung wichtigen Adhasionsmolekule fur die Anlagerung
von Thrombozyten und Leukozyten an Endothelzellen, werden in drei Gruppen ein-
geteilt. Die Gruppe der Selektine werden auf Endothelzellen, Thrombozyten und
Leukozyten exprimiert. Die Gruppe der Integrine liegt auf der Membran der Throm-
bozyten und Leukozyten vor. Die dritte Gruppe ist die Ig-Superfamilie, die auf Endo-
thelzellen vorkommt (37-39).

Leukozyt Integrine

Endothelzellen

lg-Superfamilie

P-Selektin

Abbildung 6: Kontakt zwischen Leukozyt und Endothelzellen. Links: Rollen mit Kontakt tiber Selekti-
ne. Mitte: Interaktion der Zelle mit Integrinen der Gefdllwand. Rechts: Transmigration durch die Ge-
fallwand.

Die Selektine sind fur die transienten Interaktionen zwischen Endothelzellen und
Thrombozyten oder Leukozyten verantwortlich. Auch hier gibt es drei Untergruppen:
L-Selektine auf Leukozyten, E-Selektine auf Endothelzellen und P-Selektin auf
Thrombozyten, welches jedoch in geringerem Malle auch auf Endothelzellen nach-
gewiesen werden kann (40;41). Die Selektine erkennen von anderen Zellen expri-

mierte Carbonhydrate und binden lose an diese. Sie vermitteln den ersten Kontakt
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zwischen den Leukozyten und dem Endothel, dem so genannten ,Rollen®, wobei die
Verbindungen nicht stabil sind. Gefolgt vom Rollen kommt es zur so genannten ,Ad-
hasion®“, wobei die Integrine der Leukozyten fest an die interzellularen Adhasionsmo-
lektle, die zu der Ig-Superfamilie gezahlt werden, binden. Die fest gebundenen Leu-
kozyten kénnen nun durch Diapedese in das subendotheliale entziindete Gewebe
eindringen (42;43).

Somit vermittelt das P-Selektin den losen Kontakt, das so genannte Rollen, zwischen

den Leukozyten und dem Endothel.

1.3.1 P-Selektin

Thrombozyten und auch Endothelzellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache den Re-
zeptor CD62P, das so genannte P-Selektin. Der extrazellulare Teil des CD62P be-
steht wie bei allen Selektinen aus einer NH,-terminalen Lectin Domane, gefolgt von
einer einzelnen dem epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) ahnlichen Sequenz, an
die eine Komplement bindungsfahige Domane angeschlossen ist. Das Adhasionsmo-
lekul besitzt nur einen einzelnen transmembranaren Abschnitt und einen sehr kurzen

intrazellularen Anteil (44).
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Epidermal Growth Factor
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Intrazelluare Domane

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Adhasionsmolekils P-Selektin. Oben Lecitin Doméne
mit Aktivem Zentrum des Proteins.

Bei Patienten mit Arthritis ist ein erhohtes gelostes P-Selektin im Blut ein molekularer
Marker der Erkrankung (45). Des Weiteren ist die Inhibition von P-Selektin durch sei-
ne zentrale Rolle ein viel versprechendes Ziel bei der pharmakologischen Behand-
lung der Entziindung (39). P-Selektin wird in den a-Granula der Thrombozyten und in
den Weibel-Palade-Korpern der Endothelzellen gespeichert. Bei Stimulation kann
das P-Selektin der Endothelzellen innerhalb weniger Minuten mobilisiert werden, wo-
hingegen das CD62P der Thrombozyten innerhalb von Sekunden an der Oberflache
erscheint. Innerhalb von 5-10min erreicht die Expression von P-Selektin auf der
Oberflache der Thrombozyten ihr Maximum, um innerhalb von 20-30min wieder auf
ihr Ausgangsniveau abzufallen (46;47).

Als Ligand des P-Selektins fungiert in Uber 90% der P-Selektin Glykoprotein Ligand-1
(PSGL-1).
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In einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dal} P-Selektin De-

fizienz bei Mausen mit AiA, die Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten mit

dem Endothel reduziert.

Fraktion rollender Thrombozyten
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Abbildung 8: Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion bei Wildtyp C57/BI6 Tieren und bei P-Selektin

defizienten Mausen. n=7, MW+SEM, *
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Abbildung 9: Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei Wildtyp C57/BI6 Tieren und bei P-Selektin defi-
zienten Mausen. n=7, MW+SEM, * = p<0,05 Gruppe 4 vs. 3
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1.3.2 GPIIb/llla

Das Glykoprotein llIb/llla gehoért zu der Integrin-Superfamilie und ist quantitativ das
haufigste Membranpeptid der Thrombozyten. Nachweisbar ist es ausschlieRlich auf
der Plasmamembran, dem offenen kanalikularen System und den a-Granula der

Thrombozyten.

Der GPIlIb/llla Rezeptor kann mehrere Molekule binden und ist somit ein multifakto-
rieller Rezeptor. Unter diesen Proteinen ist Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor (VWF),
Fibro- und Vitronektin genauer bekannt, wobei quantitativ und qualitativ die Bindung
von Fibrinogen im Vordergrund steht. Durch diese Bindung an Fibrinogen kann wie-
derum uber GPIIb/llla Rezeptoren auf anderen Thrombozyten ein Netzwerk vieler
Blutplattchen entstehen (48-50).

a-Untereinheit
bb-Untereinheit

embran

Abbildung 10: Schematische Darstellung des GPIlIb/llla Rezeptors mit den zwei hauptsachlichen
Untereinheiten Illa und llb, wobei sich letztere in a und b Untereinheiten teilt.

Voraussetzung fur diesen Ablauf ist jedoch die Aktivierung der Thrombozyten, die mit
einer Formveranderung einhergeht, die wiederum zur Konformitatsanderung und Af-

finitatssteigerung der GPIIb/llla Rezeptoren einhergeht (38;51).

Des weiteren kann Uber diesen Rezeptor auch an das Endothel gebunden werden.

Hierfiir sind die endothelialen Oberflachenmoleklile intracellular adhesion molecule-1
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(ICAM-1), das Integrin a,f3 und uUber den VWF der GPlba Rezeptor verantwortlich
(52;53).

PSGL-1

P-Selektin

Abbildung 11: Darstellung eines kleinen Teils der Adhasionsmolekile und Rezeptoren, die flir die
Interaktion der Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen verantwortlich gemacht werden.

In vitro konnte gezeigt werden, dal® die Adhasion von Thrombozyten an das Endothel

zu einer inflammatorischen proteolytischen Reaktion der Endothelzellen fuhrt (54).

Das besondere Interesse an diesem Rezeptor begriindet sich erstens in seinem se-
lektiven Vorkommen auf Thrombozyten, zweitens an seiner Schlusselposition in der
Endstrecke der Thrombozytenaktivierung und drittens in seiner zentralen Rolle bei

Adhasion, Aggregation und Interaktion mit anderen Zellpopulationen.

Des Weiteren wird die antiinflammatorische Potenz von Thrombozytenhemmung G-
ber GPIIb/llla in der Kardiologie diskutiert. So konnte gezeigt werden, dal} der pro-
tektive Effekt von GP lIb/llla Antagonisten bei optimaler Dosierung in der entzin-
dungshemmenden Wirkung besteht und nicht nur in der antiaggregativen Wirkung,
woflr auch die oben erwahnte Entziindungsinduktion durch Aktivierung des Rezep-
tors spricht (55;56).
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2 Ziel der Studie

Das Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
in der synovialen Mikrozirkulation bei der Antigen-induzierten Arthritis in vivo. Hierbei
soll der Einfluy des thrombozytaren bzw. des endothelialen P-Selektins auf die Inter-
aktion der Thrombozyten und Leukozyten auf das Rollen und die Adhasion am Endo-
thel unterschieden werden. Zum anderen soll durch selektive Hemmung des
GPIlIb/llla Rezeptors der Thrombozyten, deren EinfluBnahme auf die Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion evaluiert werden.

Dabei ist die Arbeitshypothese, daly die Thrombozyten durch ihre gro3e Zahl und ihr
schnelles Erscheinen im Bereich der Endothellasion, die Grundlage fur den Gewebe-

schaden der spater folgenden Leukozyteninvasion bilden.

Hierzu wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie als Untersuchungsverfahren
herangezogen. Diese Methode ermdglicht die zeitgleiche Visualisierung und Quanti-
fizierung der Interaktion der Thrombozyten bzw. Leukozyten mit dem Endothel in vi-

VO.
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3 Material und Methoden

Dieses Kapitel befal’t sich mit der Darstellung der benutzten Geratschaften und der
zu Grunde liegenden Arbeitsweise. Hierbei wird dezidiert auf das Modell eingegan-

gen.

3.1 Anmerkung

Alle im Folgenden vorgestellten tierexperimentellen Untersuchungen wurden bei der
zustandigen Regierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-
78/05 angezeigt und genehmigt.

3.2 Das Modell

Das zu Grunde liegende Modell ist das Modell der Antigen-induzierten Arthritis kom-
biniert mit der Intravitalmikroskopie, welches initial von Veihelmann et al. entwickelt
wurde (57).

3.2.1 Grundlagen

Die den Operationen und der Intravitalmikroskopie vorangehenden Behandlungen

der Versuchstiere sollen in diesem Abschnitt naher erlautert werden.
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3.2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere werden C57/BL6 x 129SvEv Mause, sowie P-Selektins defiziente
Mause (B6.129S7-Selptm1Bay/J, Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet.
Die Tiere werden in Gruppen von 2 bis 5 Tieren pro Kafig gehalten und unterliegen
einem 12 Stunden Hell/Dunkel Zyklus. Der Standardnahrung werden 18000 I.E./kg
Vit A, 1280 I.E./kg Vit D3, 120 mg/kg Vit. E zugesetzt (Ssniff Spezialdiaten, Soest,

Deutschland) und das Trinkwasser ad libitum gegeben.

3.2.1.2 Arthritisinduktion und Untersuchungszeitpunkte

Die Induktion der Arthritis erfolgt mittels Antigenexposition, wie von Brackertz et al.
beschrieben (58). Dieses Verfahren ist am Institut fir Chirurgische Forschung bereits

etabliert und wird seit einigen Jahren routinemafig durchgefuhrt.

Zunachst wird eine Praimmunisierung mittels zweimaliger subkutaner Injektion von
einem Protein-Antigen-Gemisch in die Flankenregion vorgenommen. Dies geschieht
an Tag -21 (d-21) und an Tag -14 (d-14). Das Gemisch setzt sich aus 100ug methy-
liertem bovinen Serum-Albumin (mMBSA), geldst in einer 6ligen Suspension angerei-
chert mit Mycobacterium tuberculosis (50ug Complete Freund’s Adjuvant, CFA), zu-
sammen. An diesen Zeitpunkten erfolgt auch eine intraperitoneale Injektion von
2x10° durch Hitze abgetdteten Bordetella pertussis. An dem Tag der eigentlichen
Arthritisinduktion, Tag 0 (d0), wird durch intraartikulare Injektion des gleichen Anti-
gens (100ug mBSA) in das linke Kniegelenk der Maus die Arthritis hervorgerufen.
Hierauf entwickeln Uber 90% der Tiere innerhalb von 4 — 6 Tagen eine Gelenkde-
struktion im Sinne einer Arthritis. Daher wurde als Untersuchungszeitpunkt der Tag 8

nach Arthritisinduktion gewahlt.
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Praimmunisierung

s.c.Complete Freund's Adjuvant (50 ul)
mBSA (100 pg)
M. tuberculosis (200ug)

i.p.: B. pertussis (2x10°) Arthritisinduktion
Tag +/- 0:
Tag -21 Tag -14 i.a. Injektion von 50ug mBSA

Tag + 8: IVM

l

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Verlaufs der Arthritisinduktion. An Tag -21 und -14
subkutane und intraperitoneale Injektionen. An Tag 0 eigentliche Arthritisinduktion mit Injektion von
mBSA in das linke Kniegelenk. Die IVM findet am Tag 8 statt.

3.2.1.3 Klinische Erscheinung
Die Tiere werden wahrend der Arthritisinduktion taglich anhand des Erscheinungsbil-
des beurteilt.
0 = normales gesundes Tier
1 = keine Kdorpergewichtszunahme oder ungewohnliches Ver-
halten oder Vernachlassigung der Fellpflege
2 = Korpergewichtsverlust oder auffallig gestortes Verhalten
oder struppiges Fell
3 = Korpergewichtsverlust > 3 g oder somnolentes Verhalten

oder schmutziges Fell

Bei zwei aufeinander folgenden Punktwerten 2 oder einmaligem Punktwert 3 werden

die Tiere aus dem Versuch entfernt.
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3.2.1.4 Kniegelenksdurchmesser

Der Kniegelenksdurchmesser der Versuchstiere wird zu den Zeitpunkten der Praim-
munisierungen, am Tag der Arthritisinduktion und an jedem der folgenden Tage bis

zur Intravitalmikroskopie bestimmt.

Zur Bestimmung wird das Tier in eine Kurznarkose versetzt, auf den Ricken gelagert
und mit einer Mel3schiebe der Kniegelenkdurchmesser von ventral nach dorsal auf

eine Dezimalstelle bestimmit.

3.2.15 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung der arthritischen Veranderungen des synovialen,
chondralen und ossaren Gewebes erfolgt aus den nach Beendigung der IVM ent-
nommenen Kniegelenken. Nach der Fixation in Formaldehyd bei einem pH von 7.2
uber 12 Stunden, wurden die knochernen Anteile der Kniegelenke entkalkt. Hierzu
wurden die Praparate mit 20% EDTA bei einem pH von 7.2 Uber 3 Stunden inkubiert.
Folgend wurden die Proben mit Phosphat-Puffer (PBS) gewaschen und automatisiert
dehydriert (Shandon, Frankfurt). Nach Einbettung in Paraffin und Anfertigung von 3

pm dannen Schnitten, erfolgte die Farbung mit Hematoxylin und Eosin.

Zur histologischen Einteilung wird der Score nach Brackertz herangezogen (59). Die

gefarbten Paraffin Schnitte werden nach folgendem Schema ausgewertet:

0 = Normales Kniegelenk

1 = Normale Synovialis mit vereinzelten mononuklearen
Zellen

2 = Zwei und mehr synoviale Zellschichten und

perivaskulare Infiltrate von Leukozyten
3 = Hyperplasie des Synoviums und dichte Infiltration

4 = Synovitis, Pannusbildung und Knorpel- bzw.

Knochenerosion
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3.2.2 Operationen

Die Operationen und die vorausgehende Behandlung der Tiere soll in diesem Kapitel

beschrieben werden.

3.2.2.1 Narkosen

Alle Eingriffe bei den Versuchstieren, angefangen bei den Injektionen bis hin zu der
Operation mit Intravitalmikroskopie, werden in Narkose durchgefuhrt. Diese Masken-
Narkose wird durch ein Gemisch von Sauerstoff, Stickoxid und Isofluoran, erreicht
(FiO2 0,35; 5 Vol % Isofluran fur die Induktion der Anasthesie und 1,5 Vol % Stick-
oxid). Die Narkose wird intraoperativ bei steigendem Blutdruck oder Herzfrequenz-
anstieg, vertieft. Dieses Vorgehen gewahrleistet fir das Tier eine schmerzfreie Be-

handlung und optimale Uberwachung.

3.2.2.2 Versuchsaufbau

Nach Narkotisierung des Versuchstieres, wird dieses in Ruckenlage auf eine Heiz-
platte gelagert (Effenberger, Munchen, Deutschland) und eine rektale Temperatur-
sonde eingebracht, um eine physiologische Koérpertemperatur zwischen 36,5°C und

38,0°C zu gewabhrleisten.

Zur Uberwachung des arteriellen Blutdrucks, wird ein Zugang in die Schwanzarterie
gelegt. Zur Injektion der Fluoreszenzmarker fur die Intravitalmikroskopie und zur e-
ventuell notwendigen Volumensubstitution wird eine Verweilkanile in eine Schwanz-
vene gelegt. Hierzu wird unter zu Hilfenahme eines Operationsmikroskops (Leitz,
Wetzlar, Deutschland) der Schwanz des Tieres fixiert und unter sterilen Bedingungen
im proximalen Drittel nach distal erdffnet. Nach Praparation des Gefal3-Nerven-
Blndels wird die medial liegende Arterie mit einem Polypropylenkathetern (innerer
Durchmesser: 0,28 mm; Portex, Lynthe, Kent, England) kandliert. Ein identischer Ka-
theter wird nun in die Vene eingebracht. Beide Zugange werden mit einem Faden an
dem Tier (5/0 Ethibond®, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) und mit Klebestrei-
fen (BDF AG, Hamburg, Deutschland) an der Heizplatte fixiert.
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Der arterielle Zugang wird nun mit einem Registriergerat gerat verbunden (Viggo-
Spectramed, DTX/Plus, Oxnard USA) und auf einem Monitor graphisch dargestellt
(Videoskop, Hellige GmbH, Freiburg, Deutschland).

I\VV-Mikroskop
Videorekorder

und
= Conputer

Deckglas

Extemltat

[
Heizplatte

Abbildung 13: Schema des Versuchsaufbaus. Die linke untere Extremitat des auf einer Heizplatte
gelagerten Tieres wird Uber einem Plexiglasblock fixiert. Nach Praparation erfolgen die Positionierung
eines Objekttragers uber dem Situs und die Einstellung des IVM. Die Daten werden computerunter-
stutzt visualisiert, aufgenommen und spater offline ausgewertet.

3.2.2.3 Chirurgische Praparation

Damit die Praparation des Kniegelenks beginnen kann, wird das linke Kniegelenk in
45° Stellung Uber einem Plexiglasblock gelagert und durch ein Klebestreifen fixiert.
Mit Unterstitzung des Operationsmikroskops der Firma Leitz wird das vorher desinfi-
zierte Fell des Tieres unterhalb des Kniegelenks auf Hohe der Pfote erdffnet. Die

Praparation erfolgt nach proximal bis in den Inguinalbereich.

Nach der Fasciotomie erfolgt die Unterfahrung der Patellasehne mit einer Pinzette

(FST, Vancover, B.C., Kanada). Mit einer mikrochirurgischen Schere wird die Patel-
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lasehne distal durchtrennt, womit nun der Hoffa'sche Fettkérper mit der Synovialis

unverletzt freiliegt.

Intravitalmikroskop

Patella

N

\Synovialis/SubsynoviaIis

Tibia und
Fibula

Abbildung 14: Vorgehen bei der Praparation: Fixierung des Kniegelenks in 45° Flexion und nach
Freilegung der Patellasehne und deren Durchtrennung. Darliber das IVM.

Beidseitig des praparierten Kniegelenks wird nun Silicon gesetzt und ein Deckglas
angebracht (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland). Oberhalb und unterhalb des Gla-
ses wird nun 0,9% Kochsalzlésung Uber einen Perfusor anfundiert (Perfusor V,

B.Braun, Munchen, Deutschland).
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Oberschenkel .

jovialis/
R ynovialis
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Abbildung 15: Links Operationssitus vor Durchtrennung der Patellasehne, nach Praparation der Haut
und Fascien. Rechts Patellasehne durchtrennt und Blick frei auf den intraartikularen Raum mit Syno-
vialis und distal liegendem Hoffa’schen Fettkorper.

3.2.3 Fluoreszenzmarkierung der Zellen

Die Markierung der Thrombozyten und Leukozyten erfolgt direkt durch Anfarbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen. Das Plasma wird durch an Proteine bindendes FITC darge-
stellt.

3.2.3.1 Kardiale Punktion und Thrombozytenmarkierung

Zur Visualisierung der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion werden die Thrombo-
zyten mit einem lang sichtbaren Fluoreszenzmarker, Carboxyfluoreszein-
Diacetatester (CFDA-SE, Molecular Probes, Eugene, OR) markiert (60). Hierzu wird
in Narkose eine kardiale Punktion eines synergenen Spenders zur Gewinnung von
ca. 1ml Vollblut, durchgefuhrt. Diese Probe wird mit 0,2ml Alsevers-Puffer (38mM
Zitronen-Saure, 75 mM Trisodium Citrat/100mM Dextrose), 20ul Prostaglandin E;
(PGE 1, Serva, Heidelberg) und 0,5ml Phosphat-Pufferldsung (PBS, PAN-Systems,
Eidenbach) versetzt. AnschlieRend wird das Blut fur 10min bei 900U/min zentrifu-

giert. Das dadurch thrombozytenreiche Plasma wird dann in 1,5ml PBS, 0,3ml Alse-
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vers und 50ul PGE+ resuspendiert. Der Fluoreszenzmarker CFDA-SE wird nun zu-

gesetzt und der Ansatz fur weitere 10min bei 3000U/min zentrifugiert.

O)\CHS ch/l%o

Abbildung 16: Strukturformel des Fluoreszenzmarkers Carboxyfluoreszein-Diacetatester (CFDA-SE)

Das resultierende Thrombozyten-Pallet wird in 0,4ml PBS resuspendiert. Die Anzahl
gewonnener Thrombozyten wird in jeder Probe mit Hilfe eines Coulter-Counters
(Coulter, Miami, FL) bestimmt. Dann wird ein entsprechendes Volumen, welches 100
x 10° fluoreszenzmarkierter Thrombozyten enthalt, iber den Schwanzkatheter inji-
ziert. Der Anteil markierter Thrombozyten liegt damit bei ca. 10% - 20% (61). Die
Funktion der markierten Thrombozyten wird durch Flowzytometrie (FACsort flow cy-
tometer, Becton Dickinson, Heidelberg) und Aggregometrie (Aggregometer 2K-
AGGR 126, Labor, Hamburg) Uberpruft.

3.2.3.2 Leukozytenfarbung

Zur zeitgleichen Visualisierung der Thrombozyten und Leukozyten werden die Leu-
kozyten durch Injektion von Rhodamin 6G in vivo angefarbt (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland). Dieser lipophile Farbstoff ist positiv geladen und reichert sich in Ab-
hangigkeit zum Membranpotential in der Mitochondrienmembran an (62). Somit wer-
den Zellen ohne Mitochondrien, wie z.B. Erythrozyten und Thrombozyten, nicht an-

gefarbt.

In unseren Versuchen wird eine Dosis von 0,3 ml/kg/KG einer 0,2 mM (0,096 mg/ml)

Rhodamin 6G LAsung intravends appliziert (63).
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Abbildung 17: Strukturformel des Fluoreszenzmarkers Rhodamin 6G

3.2.3.3 Plasmafarbung

Auch das Blutplasma wird durch den lang zirkulierenden Fluoreszenzfarbstoff FITC-
Dextran angefarbt (Fluorescein isothiocyanate—dextran, 5g/dl, MW 150,000; Sigma,
Deisenhofen, Deutschland). FITC ist ein kleines organisches Molekll und liegt typi-
scher Weise an Proteine, uber Primare Amine gebunden, vor. Somit wird durch FITC
der Proteinanteil des Blutplasmas gefarbt und die zirkulierenden Zellen ausgenom-
men (64).

HO

Abbildung 18: Strukturformel des Molekils Fluorescein, die Grundlage des Farbstoffes FITC-
Dextran.
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3.2.4 Intravitalmikroskopie

Ein Auflichtmikroskop der Firma Zeiss (Axiotech Vario, Zeiss, Oberkochen, Deutsch-
land) wird fUr die Versuche verwendet. Die Versuche werden mit einem Immersion-
sobjektiv (20x0,5 W, Archoplan, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefuhrt.
Senkrecht im Lichtgang ist eine schwarz-weil3 Kamera angeschlossen (Lichtempfind-
lichkeit 0,02 Lux 699 x 581 Bildpunkte, FK 6990 IQ-S, Piper, Schwerte, Deutsch-
land). Als Lichtquelle dient eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 100 W (At-

toArc, Zeiss, Oberkochen, Deutschland).

Die Zeitkodierung wird mit einem Videozeitgenerator visualisiert (VT 633; Fora Com-
pany Ltd., Tokyo, Japan), der an einen VHS-Videorekorder angeschlossen ist (50
Halbbilder pro Sekunde; SVO-9500 MDP, Sony GmbH, Kéln, Deutschland). Das Si-
gnal wurde online computerunterstitzt Uber einen Bildschirm dargestellt (PVM-2043
MD, Sony GmbH, Berlin, Deutschland) und auf Videokassetten zur spateren Offline-
Auswertung aufgenommen (PVM-2043 MD, Sony GmbH, Berlin, Deutschland).

Die Auswertung erfolgt durch eine Software, die es erlaubt in Echtzeit Flachen-, Ge-
faRdichte- und FluRgeschwindigkeitsmessungen durchzufihren (CAP IMAGE, Dr.
Zeintl, Heidelberg, Deutschland).

FiUr die Darstellung der mit CFDA gefarbten Thrombozyten bzw. der mit Rhodamin
6G markierten Leukozyten wird ein Bandpalfilter (Filter Set 09 (Thrombozyten): BP
450-490, Farbteiler (FT) 510, long pass (LP) 520, Anregungsbereich blau bzw. Filter
Set 15 (Leukozyten): BP 546/12, FT 580, LP 590 fur Rhodamin 6G, Anregungsbe-

reich grun; Zeiss ) verwendet.

Pro Versuchstier werden 3 bis 4 Gesichtfelder, die sowohl 2 und mehr postkapillare
Venolen mit einem Durchmesser von 18-40um als auch Kapillaren zur Messung der
funktionellen Kapillardichte (FCD) beinhalten.
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3.25 Mikrozirkulatorische Parameter

Im Folgenden werden die intravitalmikroskopisch erhobenen Parameter beschrieben.

3.25.1 Venolendurchmesser

In der Region of Interest (ROI) wird der Durchmesser der Venolen wiederum mit dem
Programm Caplmagem gemessen. Hierzu wird an 10 Stellen einer Venolen der Ab-

stand zwischen den GefaRwanden gemessen und der Mittelwert in um notiert.

3.2.5.2 ErythrozytenflieRgeschwindigkeit
Die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit (Red Blood Cell Velocity(RBC)) wird unter zu

Hilfenahme der Software Caplmage™ in dem postkapilldren Stromgebiet berechnet.
Hierbei wird die Line-Shift-Diagramm Methode herangezogen und in Millime-

tern/Sekunde (mm/s) angegeben.

3.25.3 Funktionelle Kapillardichte
Die Funktionelle Kapillardichte (Functional Capillary Density (FCD)) ist definiert als

die Lange der perfundierten Gefalle pro Beobachtungsfeld und wird in Zentime-
tern/Quadratzentimetern (cm/cm?) angegeben. Auch hierbei wird nach interaktiver

Kennzeichnung die Berechnung automatisiert durch Caplmage™ durchgefiihrt.

3.254 Rollen und Adhéarenz der markierten Zellen

Zur Quantifizierung der mit CFDA gefarbten Thrombozyten und der mit Rhodamin 6G
markierten Leukozyten wird ein 200um langer Gefallabschnitt in den intravital-
mikroskopischen Aufnahmen markiert und Uber je 30 Sekunden das Rollen und die
Adharenz der Thrombozyten ausgezahlt. Mit den Leukozyten wird identisch verfah-
ren (65).
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3.254.1 Rollende Zellen

Die Rollenden Zellen sind definiert als im Bezug auf den Blutstrom signifikant lang-
samer flielRende Zellen, die kurze, transzendente Kontakte mit dem Endothel zeigen.
Sie werden als Fraktion aller Zellen, die einen gewissen Gefallabschnitt passieren,
angegeben und errechnen sich als Division der Anzahl rollender Zellen durch die

Summe der rollenden Zellen und der den Gefallabschnitt passierenden Zellen.

3.25.4.2 Adhéarente Zellen

Adharente Zellen sind definiert als Gber 30 Sekunden endothelstandige Zellen in ei-
nem 200 pym langem Gefallabschnitt. Sie werden als Zellen pro Quadratmillimeter
(a/mm?) angegeben. In die Berechnung geht der GefaRdurchmesser mit ein und sie

erfolgt nach der Formel:
aZ = (aZzx10% / (DxmxLl)

Wobei aZ die adharenten Zellen in den 30 Sekunden wiedergibt, D den Gefal3-
durchmesser in Mikrometern, 11 die Kreiskonstante und L die Lange des untersuch-

ten Gefallabschnittes.
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3.3 Abschnitt 1: Einflul3 von thrombozytaren bzw.
endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten-

und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Dieser Abschnitt beschreibt die erste Versuchsreihe in unserer Studie, die sich der
Rolle des P-Selektins auf die Interaktion der Zellen in der Mikrozirkulation der Syno-

vialis bei Antigen induzierter Arthritis widmet.

3.3.1 Ziele

Erstes Ziel dieses Versuchsabschnittes ist es, die Rolle von thrombozytaren und en-
dothelialen P-Selektin auf die Thrombozytenrekrutierung und deren Auswirkung auf

das Rollen und die Adharenz der Leukozyten zu differenzieren.

Hierdurch soll Aufschlu® Uber die Moglichkeit der Entzindungsreduktion durch

Hemmung der Thrombozyten erlangt werden.

3.3.2 Versuchsdurchfuhrung

Die Versuchsdurchfuhrung unterteilt sich in den Aufbau der Versuchsgruppen und
des Versuchsprotokolls, sowie in die Darstellung der praktischen Umsetzung der

Versuche.

3.3.2.1 Versuchsgruppen

Vier Versuchsgruppen mit jeweils 7 validen Versuchstieren werden fur die Charakte-
risierung des P-Selektins durchgefuhrt. Hierbei werden die Tiere randomisiert den

Gruppen zugeteilt und bei allen Tieren die Antigen-induzierte Arthritis ausgeldst.
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In der Gruppe 1 rekrutieren sich Empfanger- und Spendertiere aus dem Stamm
C57/Bl6., wohingegen in der Gruppe 2 alle Tiere dem P-Selektin defizienten Stamm
B6.129P2-Nos2tm1Lau/J angehdren.

In den Gruppen 3 und 4 bestehen nun die Empfanger- und Spendertiere aus unter-
schiedlichen Stammen. In der Gruppe 3 sind die Empfangertiere C57/BI6 Mause und
die Spendertiere P-Selektin defizient, wohingegen in der Gruppe 4 die Empfanger P-
selektin defizient sind und die Spender C57/BI6 Tiere.

Gruppe 1 2 3 4
Empfanger | C57/BL6 P-Sel defizient | C57/BL6 P-Sel defizient
Spender C57/BL6 P-Sel defizient | P-Sel defizient | C57/BL6

Abbildung 19: Gruppenzusammensetzung des Abschnittes 1. In den Gruppen 1 und 2 rekrutieren
sich Empfanger- und Spendertiere aus homologen Tierstammen. In Gruppe 3 und 4 sind der Empfan-
ger und der Spender aus dem jeweils anderen Tierstamm. In allen vier Gruppen wurde die Arthritis
wie beschrieben induziert, n = 7.
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3.3.2.2 Versuchsprotokoll

Fir die Versuche des ersten Abschnitts wurde folgendes Versuchsprotokoll verwen-

det. Hier wurden von Beginn der Versuche an alle erhobenen Werte eingetragen.

Einzelversuchsprotokoll

Modell zur Beobachtung der synovialen Mikrozirkulation der Maus in vivo

P-Sel thrombozytiir versus endothelial

Blutdruckmessung:  konstant / inkonstant
Blutdruckverlauf:

Gruppe:
Markierung:
rechts links
Ohr
Seite
Versuchsnummer:
Versuchstag:
Versuchsbeginn/-ende: bis
C 57/BL6 Transgen
Versuchstier
Spendertier
Narkose: (O; 38 % + N,0) + Isoflurane 2%
Sonstige:
Schwanzarterienkatheter:  ja/nein Besonderheiten bei Durchfithrung:
nein / ja:

keine, weil:

[ Beginn [ 10min | 20min | 30 min | 40min | S0min | 60min | 70min | 80min | 90 min | 100 min | 110 min | 120 min

Kirpergewicht:
Kniegelenksdur ch :
Kniepriiparation: 1. AuBerer Aspekt: unauffillig
Geschwollen
2. Durchtrennung Patellarsehne: Ziclgewebe unverletzt
Zielgewebe verletzt, keine Blutung
Starke Blutung
Intravitalmikroskopie: Beginn der Aufnal
Keine Aufnahme moglich, weil:
CFDA: ja [/ nein Beginn:
Rhodamin: ja /' nein Beginn:
FITC: ja / nein Beginn:
Versuchende: Euthanasie:  Pentobarbital i.p. 0,5 ml
Organentnahme: Knie links
Blutplasma
Schwanzspitze
Hoffa

Abbildung 20: Versuchsprotokoll des ersten Abschnittes.
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3.3.2.3 Versuchsablauf

Die Versuche begannen mit der Narkotisierung des Spendertieres und der Herzpunk-
tion. Folgend wurde das Spendertier getotet und die Thrombozyten wie vorherge-
hend beschrieben separiert und gefarbt. Wahrend der beiden Pausen durch die Zen-
trifugation der Lésung wurde das Empfangertier klinisch beurteilt, gewogen und nar-
kotisiert. Die Messung des Kniegelenksdurchmessers und die Lagerung auf dem
Operationstisch erfolgten bereits in Narkose. Nun konnte die Praparation des Knie-
gelenks beginnen und folgend das Tier mit dem Operationstisch unter dem IVM in

Position gebracht werden.

Nach Beendigung der Thrombozytenfarbung wurden diese dem Empfangertier inji-
ziert und die Videoaufnahmen der IVM eingeleitet. Nach Durchfuhrung der Leukozy-
tenfarbung und deren Videoregistrierung wurde das Plasma angefarbt und die Mikro-

zirkulation auf Videokassette aufgenommen.

Der Versuch wurde mit Probenentnahme und Euthanasie des Tieres abgeschlossen.

Minute 10) 20| 30/ 40/ 50/ 60/ 70( 80( 90{ 100{ 110| 120
Narkose Spender
Herzpunktion Spender
Euthanasie Spender
Thrombozytenfarbung
Vorbereitung Empfanger
Narkose Empfanger
Kniegelnkspraparation
Intravitalmikroskopie
Thrombozyteninjektion

in vivo Leukozytenfarbung
in vivo Plasmamarkierung
Probenentnahme
Euthanasie Empfanger

Abbildung 21: Schematische Darstellung des Zeitverlaufs der Versuche im ersten Abschnitt der Stu-
die.
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3.4 Abschnitt 2: Die Rolle von GPlIb/Illa fur die
Thrombozyten und Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion

Der zweite Abschnitt bezieht sich auf den Einflul des GPIllIb/llla Rezeptors auf die
Mikrozirkulation der Synovialis bei Antigen-induzierter Arthritis und beschreibt die

praktische Umsetzung der Versuche.

34.1 Tirofiban

Das Nicht-Peptid Tirofiban (Aggrastat) ist ein potenter selektiver Inhibitor des Gly-
koproteins GPIIb/llla, der ausschlieBlich auf Thrombozyten vorkommt (66). Seine
Effektivitat bei der Behandlung des akuten Koronarsyndroms ist in den drei grof3en
klinischen Studien RESTORE, PRISM und PRISM-PLUS bewiesen worden (67).

Aggrastat hemmt reversibel die Bindung von Fibrinogen an den vorher erwahnten
GPIIb/llla Rezeptor. Die Hemmung der Plattchen Aggregation ist Dosis bzw. Kon-
zentrationsabhangig. Die benutzte Dosierung ist an Vorversuche anderer Arbeits-

gruppen des Instituts angelehnt (68).
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PSGL-1

_ P-Selektin

Abbildung 22: Selektive Hemmung des GPlIb/llla-Rezeptors durch den Antagonisten Tirofiban und
daraus folgende Auswirkungen auf die Interaktion von Thrombozyten, Leukozyten und Endothelzellen.

Tirofiban ist ein Non-Peptid Derivat von Tyrosin und wird durch die N-Sulfonylierung
von (S)-Tyrosin und die folgende O-Alkylierung synthetisiert, woraus sich die folgen-
de Struktur ergibt (69).

o]

U/%ﬁhf‘m
HCI HM 12 l |

10 B HM 15 17
- - -
" 1; g *-.g.-“" HD/ “-‘ad’f“ ‘-H"“Sﬂz 15" "8

Abbildung 23: Strukturformel des Nicht-Peptides Tirofiban (Aggrastat™)

3.4.2 Ziele

Ziel dieses Abschnittes der Studie ist die Charakterisierung und Quantifizierung der
Interaktion von Thrombozyten, Leukozyten und Endothelzellen bei selektiver Hem-

mung der Thrombozyten tber den GPIIb/llla Rezeptor.
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Hieraus soll Aufschluf3 Gber die Mdéglichkeiten der antiinflammatorischen Therapie
bei Rheumatoider Arthritis durch Hemmung der Thrombozyten gewonnen werden

und somit eine mdgliche neue Therapieoption aufgedeckt werden.

3.4.3 Versuchsdurchfuhrung

In diesem Kapitel soll die praktische Durchfihrung der Versuche mit Darstellung der
Versuchsgruppen, des Versuchsprotokolls und des Versuchsablaufs erlautert wer-

den.

3.4.3.1 Versuchsgruppen

Der Versuchsaufbau ist wiederum identisch mit dem ersten Abschnitt der Studie. Vier
Versuchsgruppen werden verblindet durchgefihrt. Es werden ausschlieRlich Mause
des Stammes C57/BI6 als Spender- und Empfangertiere verwendet. In den Gruppen
1 und 2 wird im Gegensatz zu den Gruppen 3 und 4 keine Arthritis induziert. Die
Gruppen 1 und 3 fungieren als positiv Kontrollen bei denen entsprechende Mengen
NaCl verabreicht werden. Die Gruppen 2 und 4 sind die eigentlichen Versuchsgrup-
pen in denen Tirofiban injiziert wird. Hierbei ist die Vorgehensweise verblindet, dazu
wird von einer der Arbeitsgruppe fremden Person jeweils 14 Spritzen mit 1 ml NaCl
0,9% und 14 Spritzen mit 30 pg/ml Tirofiban aufgezogen und numeriert. Die Menge
wird an das Korpergewicht des jeweiligen Tieres adaptiert und wobei sich eine Do-
sierung von 0.36 ug /g/KG ergibt. Diese Dosis ist vergleichbar mit der verabreichten
Menge im klinischen Alltag und sie ist in anderen Modellen am Institut mehrfach veri-
fiziert worden (68).

Die Injektion der Substanzen Uber den Schwanzvenenkatheter erfolgt bei Empfan-
ger- und Spendertier 30 min vor Beginn der Herzpunktion bzw. den intravital-

mikroskopischen Aufnahmen.

Die Tiere werden initial in eine gesunde Kontrollgruppe (Zusammenschluld aus den
Gruppen 1 und 2) und eine Arthritisgruppe (Zusammenschlul® aus den Gruppen 3
und 4) eingeteilt. Diese beiden Gruppen werden erst nach der IVM und der Erhebung

der einzelnen Parameter zur statistischen Auswertung in die vier Gruppen aufgeldst.
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Gruppe

Empfanger C57/BI6 C57/Bl6 C57/Bl6 C57/Bl6
Spender C57/Bl6 C57/Bl6 C57/Bl6 C57/Bl6
AiA Induktion Nein Nein Ja Ja
NaCl Injektion Ja Nein Ja Nein
Tirofiban Injektion | Nein Ja Nein Ja

Abbildung 24: Gruppenzusammenstellung des 2. Abschnittes der Studie. Sowohl Empfanger als
Spender rekrutieren sich aus dem C57/BI6 Stamm. Arthritisinduktion nur in den Gruppen 3 und 4. In

den Gruppen 2 und 4 Injektion von Tirofiban, n=7.
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3.4.3.2 Versuchsprotokoll

Die folgende Graphik stellt das fur diese Versuche benutzte Versuchsprotokoll da.

Einzelversuchsprotokoll
Modell zur Beobachtung der synovialen Mikrozirkulation der Maus in vivo
Tirofiban
Gruppe:
Spritzennummer:
Markierung:
rechts links
Ohr
Seite
Versuchsnummer:
Versuchstag:
Versuchsbeginn/-ende: bis
C 57/BL6 Transgen
Versuchstier
Spendertier
Narkose: (O; 38 % + N,0) + Isoflurane 2%
Sonstige:
Schwanzarterienkatheter:  ja/ nein Besonderheiten bei Durchfiihrung:
nein / ja:
Blutdruckmessung:  konstant / inkonstant keine, weil: N
Blutdruckverlauf:
Beginn | 10 min | 20min | 30 min | 40 min | SOmin | 60min | 70 min | 80 min | 00 min_| 100 min | 110 min | 130 min |
l I B L [ 1 L  — [ |
Kirpergewicht:
Kniegelenksdurch s
Kniepriiparation: 1. AuBerer Aspekt: unauffillig
Geschwollen
2. Durchtrennung Patellarsehne: Zielgewebe unverletzt
Zielgewebe verletzt, keine Blutung
Starke Blutung
Intravitalmik k r‘ : B D' der Aufhnal
Keine Aufnahme moglich, weil:
CFDA: ja / nein Beginn:
Rhodamin: ja / nein Beginn:
FITC: ja / nein Beginn:
Versuchende: Eutl i Pentobarbital i.p. 0,5 ml
Organentnahme: Knie links
Blutplasma
Schwanzspitze
Hoffa

Abbildung 25: Versuchsprotokoll des zweiten Abschnitts der Studie.
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3.4.3.3 Versuchsablauf

Wie im ersten Abschnitt beginnen diese Versuche mit der Narkose des Spendertie-
res. Nun wird jedoch die an das Korpergeweicht adaptierte Menge Tirofiban, respek-

tive NaCL, dem Spendertier injiziert und das Tier 30 min in Narkose belassen.

Nach dem Ablauf der 30 min wird die Herzpunktion zur Gewinnung des Vollblutes
durchgefiihrt und das Tier anschlieRend euthanasiert. Folgend wird das Empfanger-
tier in den Pausen durch die Zentrifugation klinisch beurteilt, gewogen und der Knie-

gelenksdurchmesser nach Einleitung der Narkose erhoben.

Hiernach wird das Tier wieder gelagert, das Kniegelenk prapariert und das Tier unter

dem IVM in Stellung gebracht.

Minute -30(-20]-10(0]10/20]30{40,50(60|70|80(90|100]| 110
Narkose Spender
Tiro/NaCL Spender
Herzpunktion Spender
Euthanasie Spender
Thrombozytenférbung
Vorbereitung Empf.
Narkose Empfanger
Tiro/NaCL Empfanger
Kniepréparation
Intravitalmikroskopie
Thrombozyteninjektion
Leukozytenfarbung
Plasmamarkierung
Probenentnahme
Euthanasie Empfanger

Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Versuche des zweiten Abschnitts. Zeitdarstellung nicht absolut.

Die nun markierten Thrombozyten werden dem Empfanger infundiert und die Leuko-
zyten sowie das Blutplasma in vivo gefarbt. Jeweils wird die intravitalmikroskopisch
dargestellte Mikrozirkulation auf Videoband aufgenommen. Der Versuch ist nach

Probenentnahme und Euthanasie des Versuchstieres beendet.
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4 Statistik

Die in dieser Arbeit aufgefuhrten Werte sind als Mittelwert (MW) mit Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Mittelwerte ergeben sich aus den Mittelwer-

ten der einzelnen Versuchstiere.

Die Statistik wird unter zu Hilfenahme der Software Sigma Stat™ (Jandel Cooperati-
on, St. Rafael, CA, USA) durchgeflhrt.

Zum Vergleich von zwei unverbundenen Stichproben wird der Mann-Whitney Rank-
sumtest herangezogen. Bei 3 und mehr unverbundenen Proben wird der ANOVA on

Ranks Test angewendet.

Zur statistischen Analyse repetitiver Messungen wird der Friedman Test herangezo-

gen.

Differenzen von p<0,05 werden als signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

Der Ergebnissteil gliedert sich in zwei Abschnitte. Der erste Teil beschreibt die Er-
gebnisse der Untersuchung der Rolle des thrombozytaren versus des endothelialen
P-Selektins bei der Antigen-induzierten Arthritis. Der zweite Teil beschreibt die Er-
gebnisse der selektiven Hemmung des GPIIb/llla Rezeptors der Thrombozyten in

unserem Modell.

5.1 Abschnitt 1: Einflufd von thrombozytaren bzw.
endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten-

und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Dieses Kapitel gibt die erhobenen Daten zur naheren Beschreibung der Rolle des P-

Selektins fur die Zellinteraktionen in der synovialen Mikrozirkulation bei AiA wieder.

51.1 Arthritisinduktion

Die Arthritis wird an Hand des Spontanverhaltens und des Kniegelenksdurchmessers
in der Induktionsphase Uberwacht. Post operationem wird das untersuchte Kniege-

lenk entnommen und histologisch nach dem Score von Brackertz eingeteilt (59).

51.11 Spontanverhalten

Das Verhalten der Tiere des P-Selektin defizienten Stammes war zu keinem Zeit-
punkt auffallig (O Punkte). Ein Tier der C57/BI6 Gruppe, die ansonsten auch keine

Auffalligkeiten zeigte, vernachlassigte ihre Korperpflege (1 Punkt).
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5.1.1.2 Kniegelenksdurchmesser

Der Kniegelenksdurchmesser war in den C57/BL6-Gruppen nach der Induktion der
Arthritis tendenziell héher als in den P-Selektin defizienten Tieren, wobei jedoch kei-

ne statistischen Signifikanzen vorlagen.

5,0 -
4,8 -
4,6 -
4,4 -
4,2 -
4,0 -
3,8

3,6 1

Kniegelenksdurchmesser mm

3,4 1

3,2 A

3;0 T T T T T T T T T T 1

—@— C57/BI6 mit AiA
—w— P-Sel def mit AiA

Abbildung 27: Veranderung des Kniegelenkdurchmessers von Beginn der Arthritisinduktion bis zum
Tag der IVM. Kreissymbol: Tiere des C57/BI6 Stammes. Dreiecksymbol: Tiere des P-Selektin defizien-
ten Stammes. n = 14, MWxSEM, p<0,05

5.1.1.3 Korpergewicht
Das Korpergewicht der Wildtyptiere mit AiA lag bei IVM bei 22,5+0,7 g und bei den P-

Selektin defizienten Mausen bei 21,9+0,9 g. Damit bestanden keine statistischen Un-

terschiede zwischen den beiden Tierstammen.

5.1.14 Histologie

In diesem Versuchsaufbau wurde bei allen Tieren Arthritis induziert. Die erfolgreiche

Induktion der Arthritis wurde nach der IVM histologisch nach Brackertz Gberpruft (59).
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Hierbei zeigten sich bei allen Mausen des C57/Bl6-Stammes Veranderungen im Sin-
ne einer Arthritis. Auch die Tiere des P-Selektin defizienten Stammes besalien arthri-
tische Veranderungen, jedoch waren diese geringer ausgepragt. Da die Histologie
nur qualitativen Aussagewert besitzt, sind diese Ergebnisse nur als Hinweis flr den

protektiven Charakter der P-Selektin Defizienz zu sehen.

Gruppe 0 Punkte |1 Punkt |2 Punkte |3 Punkte |4 Punkte
C57 mit AiA 0 2 5 5 3
P-Sel mit AiA 0 7 6 1 0

Abbildung 28: Ergebnis der histologischen Auswertung nach Brackertz. 0 = Normales Kniegelenk,
1 = Normales Synovium mit vereinzelten mononuklearen Zellen, 2 = Zwei und mehr synoviale Zell-
schichten und perivaskulare Infiltrate von Leukozyten, 3 = Hyperplasie des Synoviums und dichte
Infiltration, 4 = Synovitis, Pannusbildung und Knorpel- bzw. Knochenerosion.

5.1.2 Intraoperative Parameter

Intraoperativ wurden die Vitalparameter mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfre-

quenz und Korpertemperatur Uberwacht.

Der mittlere arterielle Blutdruck war Uber die gesamte Versuchsdauer konstant und
betrug im Durchschnitt der WT-Mause vor der Kniegelenkspraparation 82+5 mmHg,
bzw. 85+7 mmHg bei P-Sel defizienten und vor Euthanasie 796 mmHg bzw. 7817

bei Mausen ohne P-Selektin.

Die rektal gemessene Korpertemperatur lag im Mittel der C57/BI6 Mausen vor der
Kniegelenkspraparation bei 37,5+0,8 °C und vor Euthanasie 38,1+1 °C. Bei den P-
Selektin defizienten Tieren betrug die Temperatur zur Beginn der Praparation
37,11 °C und bei Euthanasie 38,3+0,9 °C.

Des Weiteren wurde die Herzfrequenz nur qualitativ Uberwacht, um gegebenenfalls
die Narkose zu vertiefen.
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MAP Temp
Zeitpunkt Kniepraparation |Versuchende Kniepraparation |Versuchende
C57 mit AiA 82415 mmHg 79+6 mmHg 37,5+£0,8 °C 38,11 °C
P-Sel mit AiA 8517 mmHg 78+7 mmHg 37,121 °C 38,310,9 °C

Abbildung 29: Tabellarische Darstellung des Mittleren Arteriellen Druckes (MAP) und der rektalen
Temperatur (Temp.) bei Versuchsbeginn, bzw. Ende.

5.1.3 Hamodynamik und Mikromorphologie

Die Hamodynamik in der Region of Interest wurde durch Farbung des Plasmas mit
FITC-Dextran untersucht. Dies ermdglichte die Erhebung der Parameter Venolen-

durchmesser, FluRgeschwindigkeit und Kapillardichte.

Der durchschnittliche Durchmesser der postkapillaren Venolen war mit nur geringen
Abweichungen bei den WT-Tieren durchschnittlich 107239 ym und bei den P-

Selektin defizienten Mausen 276146 um.

Auch die Flulgeschwindigkeit der Erythrozyten, die sich nach Farbung des Plasmas
mit FITC signallos darstellten, lag bei WT-Mausen im Mittel um 0,72+0,3 mm/s und

bei P-Sel defizienten Tieren um 0,64+0,2 mm/s.

Die Funktionelle Kapillardichte in der Mikrozirkulation der Synovialis war zwischen
den P-Selektin defizienten Tieren und den Wildtyptieren zwar different, jedoch war
dieser Unterschied nicht statistisch signifikant. So war die FCD in den P-Selektin
Gruppen 2 und 4 276+46 cm/cm? wohingegen die C57/BI6 Mause eine FCD von

311+52 cm/cm? zeigten.

Gruppe @ Venolen RBC FCD
C57 mit AiA 107439 uym 0,72+0,3 mm/s [311£52 cm/cm?
P-Sel mit AiA 99171 um 0,64+0,2 mm/s |276+46 cm/cm?

Abbildung 30: Hamodynamische Parameter, die wahrend der Intravitalmikroskopie erhoben wurden.
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5.1.4 Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion

Die markierten Thrombozyten zeigten in den intravitalmikroskopischen Aufnahmen
der C57/BI6 Tiere mit Arthritis rege Interaktion mit dem Endothel (33). In der Gruppe
2 mit P-Selektin defizienten Empfangern und Spendern, beobachteten wir eine Re-
duktion dieser Interaktion, die sich als statistisch signifikant bei der Fraktion rollender
(0,05+0,01) und adhérenten Zellen (153,5+38,8 mm™) im Vergleich zur Gruppe 1
(Roller: 0,254+0,04; Sticker: 1705+242,3 mm™) herausstellte.

Abbildung 31: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Mikrozirkulation der Synovialis mit angefarb-
ten Thrombozyten. Links arthritisches Tier des C57/BI6 Stammes. Viele adharente und rollende Blut-
plattchen. Rechts P-Selektin defizientes arthritisches Tier. Keine Interaktion der Thrombozyten mit
dem Endothel.

In den Gruppen 3 und 4 wurden Empfanger- und Spendertiere aus unterschiedlichen

Tierstammen rekrutiert.

Hier war in Gruppe 3 mit den C57/BI6 Empfangertieren und den von P-Selektin defi-
zienten Spendern injizierten Thrombozyten, die Fraktion der rollenden Zellen
0,173+0,02 gegenuber 0,254+0,04 in C57/BI6 Mausen wiederum statistisch signifi-
kant reduziert. Bei Beobachtung der rollenden Thrombozyten aus C57/BI6 Spender-
tieren in der Mikrozirkulation der P-selektin defizienten Empfangern, war die Fraktion
signifikant erniedrigt 0,122+0,02.
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Abbildung 32: Graphische Darstellung der am Endothel rollenden Thrombozyten. In der Y-Achse die
Empfanger/Spender, n=7 MW+SEM, *=p<0,05 Gruppe 4,3,2 vs 1

Ein eindeutigeres Bild zeigte sich bei den adharenten Zellen. Hier war die Reduktion
in beiden Gruppen 3 (807,4+198 mm'2) und 4 (497+58,4 mm'2) signifikant gegenuber
der Gruppe 1 (1705,64242,3 mm™). Somit kam es bei dem thrombozytaren und bei
dem endothelialen Versuchsaufbau zu einer signifikanten Reduktion der Interaktion

der Thrombozyten mit den Endothelzellen.
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Abbildung 33: Anzahl der adharenten Thrombozyten pro GefalRoberflache. Y-Achse mit Darstellung
des Empfanger/Spender, n=7 MW+SEM, *=p<0,05 Gruppe 4,3,2 vs 1
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5.1.5 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die in vivo Fluoreszenzmarkierung der Leukozyten, die kein P-Selektin besitzen, er-
folgte durch die intravendse Applikation von Rhodamin 6G. Durch dieses Vorgehen
lieBen sich die Leukozyten in der synovialen Strombahn leicht visualisieren. In allen
vier Gruppen wurde die Arthritis wie beschrieben induziert. In der ersten Versuchs-
gruppe war das Rollen (0,229+0,02) und die Adhirenz (1667,6+222,7 mm™) der
Leukozyten ein haufiges Phanomen, wohingegen in der Gruppe mit den P-Selektin
defizienten Tieren und AiA Induktion beide Phanomene signifikant reduziert waren
(Roller: 0.109+0.02; Sticker: 266.8+42.8 mm™). Dieses Ergebnis deckt sich mit Vor-

versuchen (33).

Abbildung 34: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Mikrozirkulation der Synovialis mit angefarb-
ten Leukozyten. Links arthritisches Tier des C57/BI6 Stammes. Viele adharente und rollende weilte
Blutzellen. Rechts P-Selektin defizientes arthritisches Tier. Kaum Interaktion der Leukozyten mit dem
Endothel.

In der Gruppe 3 ist das Empfangertier eine C57/BlI6 Maus und der Spender ein P-
Selektin defizientes Tier. Die Gruppe 4 ist demgegenuber gegenteilig aufgebaut. Hier
zeigte sich gegenuber den arthritischen C57/BI6 Mausen (0,229+0,02) eine Redukti-
on der Fraktion rollender Leukozyten bei Ausschaltung des thrombozytaren
(0,190+0,02) als auch des endothelialen P-Selektins (0,124+0,02), wobei die Reduk-

tion nur beim endothelialen Versuchsaufbau signifikant war,
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Abbildung 35: Rollende Leukozyten in den vier Versuchsgruppen. Y-Achse wiederum mit Kennzeich-
nung des Empfangerstammes/Spenderstammes, n=7 MW+SEM, *=p<0,05 Gruppe 4,2 vs 1

Bei den adharenten Leukozyten war sowohl die Reduktion bei Ausschaltung des en-
dothelialen (612,372 mm™), als auch des thrombozytaren (1105,1£#107 mm™) P-
Selektins signifikant im Bezug zu der Gruppe 1 (1667,6+222,7 mm™).
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der Adharenz der Leukozyten in den einzelnen Versuchs-
gruppen. Y-Achse Empfanger/Spender, n=7 MW+SEM, *=p<0,05 Gruppe 4,3,2 vs 1
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5.2 Abschnitt 2: Die Rolle von GPIlIb/llla far die
Thrombozyten und Leukozyten Endothelzell-

Interaktion

Der zweite Abschnitt des Ergebnisteils stellt die fur die Rolle des GPlIb/llla entschei-

denden Daten bei der Antigen-induzierten Arthritis vor.

521 Arthritisinduktion

Wahrend der Induktion der AiA werden die Tiere klinisch beurteilt, gewogen und der

Kniegelenksdurchmesser Uberpruft.

Die erfolgreiche Arthritisinduktion wird an den am Ende der Versuche entnommenen

Kniegelenken Gberpruft (59).

5.2.1.1 Spontanverhalten

Das Verhalten der Tiere in den Kontrollgruppen ohne Arthritis war zu keinem Zeit-
punkt auffallig (O Punkte). Zwei Tiere der arthritischen Gruppe, die ansonsten auch

keine Auffalligkeiten zeigte, vernachlassigten ihre Korperpflege (1 Punkt).
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5.2.1.2 Kniegelenksdurchmesser

Der Kniegelenksdurchmesser wurde zu den oben erwahnten Zeiten eruiert. Nach der
Injektion des mBSA bzw. NaCl in das Kniegelenk ergab sich in beiden Gruppen eine
Erhéhung des Durchmessers. Zu den darauf folgenden Mefzeitpunkten ergab sich
ein signifikant héherer Kniegelenksdurchmesser bei den Tieren mit Arthritis im Ge-

gensatz zu den gesunden Kontrolltieren.

5,0

4,5

4,0

3,5

Kniegelnksdurchmesser in mm

3,0 T T T T T T T T T T 1

—@—— ohne AIA
— & — mit AiA

Abbildung 37: Entwicklung des Kniegelenksdurchmessers. Schwarze durchgehende Linie: Tiere
ohne Induktion der Arthritis. Gestrichelte Linie: Tiere mit induzierter Arthritis. n = 14, MW+SEM, p<0,05

5.2.1.3 Korpergewicht

Das Korpergewicht der Tiere betrug am Tag der IVM durchschnittlich 20+0,4g und
unterschied sich zwischen den gesunden Kontrollgruppen und den arthritischen Tie-

ren im Mittel nicht.
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5.2.1.4 Histologie

Nach dem Abschlul® der Versuche wurden die Kniegelenke wie bereits beschrieben,

bei -80°C eingefroren und spater fixiert.

Die Einteilung der Arthritisstadien erfolgte nach Brackertz und zeigte bei keinem Tier
der Kontrollgruppen arthritische Veranderungen (59). Im Gegensatz dazu konnten
bei der AiA-Gruppe mindestens Leukozyteninfiltration und im Durchschnitt eine Hy-

perplasie des Synoviums nachgewiesen werden.

Gruppe 0 Punkte |1 Punkt |2 Punkte |3 Punkte |4 Punkte
ohne AIA 14 0 0 0 0
mit AiA 0 2 4 6 2

Abbildung 38: Histologischen Auswertung nach Brackertz. 0 = Normales Kniegelenk, 1 = Normales
Synovium mit vereinzelten mononuklearen Zellen, 2 = Zwei und mehr synovialen Zellschichten und
perivaskulare Infilirate von Leukozyten, 3 = Hyperplasie des Synoviums und dichte Infiltration, 4 =
Synovitis, Pannusbildung und Knorpel- bzw. Knochenerosion.

5.2.2 Intraoperative Parameter

Die Vitalparameter mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz und Korper-

temperatur wurden intraoperativ Uberwacht.

Uber die gesamte Versuchsdauer war der mittlere arterielle Druck der C57/BI6 Mau-
se ohne AiA konstant und betrug vor der Kniegelenkspraparation bei 84+3 mmHg
und vor Euthanasie 815 mmHg. Der MAP der C57/BI6 Tiere mit AiA lag zu Ver-
suchbeginn bei 857 mmHg und bei Versuchende bei 78+7 mmHg.

Die Korpertemperatur wurde rektal gemessene und lag vor der Kniegelenksprapara-
tion bei den Tieren ohne AIA bei 37,5+0,7 °C und bei den Mausen mit AiA bei
36,61£0,8 °C. Bei Versuchende vor der Euthanasie, lag die rektale Temperatur der
gesunden Tiere bei 38,4+0,7 °C und die Temperatur der arthritischen Tiere bei
38,3+1°C.

Die Herzfrequenz wurde nur qualitativ Gberwacht, um gegebenenfalls die Narkose zu

vertiefen.
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MAP Temp
Zeitpunkt Kniepréparation | Versuchende Kniepraparation | Versuchende
C57 84+3 mmHg 8115 mmHg 37,5+0,7 °C 38,4+0,7 °C
C57 mit AiA 85+7 mmHg 78+7 mmHg 36,6+0,8 °C 38,3+1°C

Abbildung 39: Intraoperativ erhobene Parameter. Mittlerer arterieller Druck (MAP) und Kérpertempe-
ratur (Temp.)

5.2.3 Hamodynamik und Mikromorphologie

Die Hamodynamik der beurteilten Mikrozirkulation wurde durch die Anfarbung des
Plasmas mit FITC-Dextran untersucht. Hieraus konnten die Parameter Venolen-

durchmesser, FluRgeschwindigkeit und Kapillardichte eruiert werden.

Der durchschnittliche Durchmesser der postkapillaren Venolen war in gesunden Tie-

ren 114+41um und in arthritischen Mausen 124126 pm.

Auch die FluRgeschwindigkeit der Erythrozyten, die sich bei Anfarbung des Plasmas
signallos darstellten, war unabhangig von der Arthritisinduktion. Sie betrug bei den
Kontrolltieren 0,55.+0,3 mm/s und bei den AiA-Mausen 0,52+0,7.

Die Funktionelle Kapillardichte der untersuchten ROIs war zwischen den Tieren ohne
Arthritisinduktion und den arthritischen Versuchstieren different. So war in den ge-
sunden Kontrollgruppen 1 und 2 die FCD 232+41 cm/cm?, wohingegen die arthriti-

schen Mause eine FCD von 342436 cm/cm? zeigten.

Gruppe @ Venolen RBC FCD
Kontrolle 114+14 0,55+0,3 232+41
AiA 124126 0,52+0,7 342+36*

Abbildung 40: Hamodynamische Parameter und morphologische Veranderungen in der Intravital-
mikroskopie. n=14, MW+SEM, *=p<0,05
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5.2.4 Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion

Wie bereits in dem Abschnitt Versuchsablauf beschrieben, wurde in diesen Versu-
chen dem Spendertier und dem Empfangertier 30 min vor Beginn der Intervention
verblindet Tirofiban oder NaCl injiziert. Die Spenderthrombozyten wurden mit CFDA

markiert, intravitalmikroskopisch visualisiert, quantifiziert und offline ausgewertet.

Die Thrombozyten zeigten in den Kontrollgruppen 1 und 2, die aus C57/BI6 Tieren
ohne Antigen-induzierte-Arthritis bestanden, nur minimale Interaktion mit dem Endo-
thel. Rollende oder adharente Thrombozyten waren ein sehr seltenes Phanomen.
Die Fraktion der rollenden Thrombozyten war bei den mit NaCl behandelten M&ausen
0,066+0,01 und bei den Tieren mit Tirofiban-Injektion 0,048+0,01. Die Tiere mit Injek-
tion der Kochsalzlésung zeigten bei den an der Gefaldwand haftenden Zellen eine
Anzahl von 189,7+40,1 mm™. Durch Behandlung mit Tirofiban ergab sich eine Anzahl

adharenter Thrombozyten von 148,9+24,7 mm™.

0,4 1

|
|

0,1 T T

0,0

Fraktion rollender Thrombozyten

T T T T
NaCl Tirofiban AiA/NaCl AiA/Tirofiban

Abbildung 41: Fraktion der rollenden Thrombozyten. Gruppen 1 und 2 ohne AiA, arthritische Gruppen
3 und 4. n=7, MWSEM, *=p<0,05 Gruppe 4 vs 3

In der arthritischen Gruppe 3, die aus C57/BI6 Tieren mit Arthritis bestand und die
nicht mit Tirofiban behandelt wurden, zeigte sich die starkste Erhohung der Throm-
bozyten-Endothelzell-Interaktion (Roller: 0,277+0,02; Sticker: 1809,1£239,3 mm'2)

gegenuber den Kontrollgruppen 1 und 2.
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Abbildung 42: Graphische Darstellung der Ergebnisse bei den adharenten Thrombozyten. Gesunde
Kontrollgruppen 1 und 2. Arthritische Tiere Gruppen 3 und 4. n=7, MW+SEM, *=p<0,05 Gruppe 4 vs 3

In der arthritischen Gruppe, in der das GPIIb/llla selektiv antagonisiert wurde, war die
Fraktion der rollenden Thrombozyten (0,152+0,03) signifikant gegenuber der arthriti-
schen Gruppe mit NaCl-Behandlung erniedrigt (0,277+0,02).

Signifikant war auch der Vergleich zwischen der Adharenz der Thrombozyten an
dem Endothel in den beiden Gruppen. So waren die Sticker in der Gruppe 3 mit In-
jektion von NaCl (1809+239,3 mm™) signifikant héher als in der mit Tirofiban behan-
delten Gruppe 4 (700,6+140,9 mm™).

5.2.5 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Der GPIlIb/llla Rezeptors wird, wie bereits erwahnt, nur von Thrombozyten exprimiert,
jedoch war in den Gruppen 2 und 4, die mit Tirofiban behandelt wurden, auch die

Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel reduziert.

In der NaCL-Kontrollgruppe zeigte sich wiederum eine geringe Interaktion zwischen
den Leukozyten und Endothelzellen (Roller: 0,098+0,13; Sticker: 551,3+148 mm™).

Die Tiere in der mit Tirofiban behandelten Gruppe wiesen eine Fraktion rollender
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Leukozyten von 0,08810,02 und eine Anzahl adharenter weiler Blutzellen von
392,1+74,3 mm™ auf.

Die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel war qualitativ vergleichbar mit der
Interaktion der Thrombozyten und dem Endothel. Quantitativ waren jedoch in der
arthritischen Gruppe die Reduktion des Rollens und der Adharenz durch Tirofiban

geringer als bei den Thrombozyten.

0,4

0,3 T *

0,2

Fraktion rollender Leukozyten

0,1 T T

0,0 T T T T 1
NaCl Tirofiban AiA/NaCl AiA/Tirofiban

Abbildung 43: Fraktion der am Endothel entlang rollenden Leukozyten. Wiederum bestehen die
Gruppe 1 und 2 aus gesunden Tieren, die Tiere in Gruppe 3 und 4 aus Arthritischen. n=7, MW+SEM,
*=p<0,05 Gruppe 4 vs 3

So waren in dieser Gruppe durch Hemmung der Thrombozyten die rollenden Leuko-
zyten signifikant gegenuber den mit NaCl behandelten arthritischen Tieren
(0,278+0.02) reduziert (0,171+0,04). Die Adharenz der Leukozyten war in der mit
Tirofiban therapierten Gruppe (945,1+168 mm™) gegeniiber den nur mit NaCl behan-
delten arthritischen Mausen (1491,8+283,5 mm) signifikant erniedrigt.
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Abbildung 44: In den Gruppen 1 und 2 Darstellung der adharenten Leukozyten bei gesunden Tieren.
In den Gruppen 3 und 4 arthritische Tiere. n=7, MW+SEM, *=p<0,05 Gruppe 4 vs 3
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6 Kritische Darstellung der Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse in den wissenschaftlichen Kontext einge-
bettet und kritisch diskutiert.

6.1 Stand der Forschung

Die Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises umfassen eine Vielzahl ver-
schiedener Krankheiten, deren Gemeinsamkeit die Manifestation am Stutz- und Bin-
degewebe des Bewegungsapparates ist. Die verschiedenen befallen Gewebe ent-

stehen allesamt dem Mesoderm.

Grundsatzlich kommt es zu einer Entzindung des entsprechenden Gewebes mit
Freisetzung verschiedener lytischer Enzyme, die dann konsekutiv zu einer Destrukti-

on angrenzender Gewebe flhrt.

Dieser inflammatorische Prozel} beginnt auf der Ebene der Mikrozirkulation. Hierbei
kommt es zur Aktivierung verschiedener Adhasionsmolekile und Botenstoffe, die
Leukozyten anlocken und weitere Endothelbereiche aktivieren (1;7;70). Insbesonde-
re Granulozyten werden als zentral verantwortlich fur den Gewebeschaden in der
entzindlich veranderten Mikrozirkulation angesehen (34;71;72). Auch der Einfluf3
von Endothelzellen ist vielfach charakterisiert worden (73;74). Jedoch werden auch
Thrombozyten in der entzindlich aktivierten Mikrozirkulation rekrutiert und aktiviert
(17;21;27). In vielen Erkrankungen, denen eine Entzindung pathognomisch zu

Grunde liegt, konnte ihre Beteiligung gezeigt werden (8;75-77).

Auch bei den rheumatischen Erkrankungen gibt es erste Hinweise auf die pathopysi-
ologische Rolle von Thrombozyten bei deren Entstehung. So konnte bei Rheumatoi-
der Arthritis gezeigt werden, dall es zu einem Anstieg der Thrombozyten-
Leukozyten-Komplexe kommt und daf® die Inhibition von PAF die klinischen Sym-
ptome reduziert (31;32). Weiterhin konnten ex vivo Anhaltspunkte fir die schadigen-
de Wirkung der Blutplattchen gefunden werden (78;79). Auch bei Patienten mit Arth-
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ritis konnte erhdhte Thrombozytenaktivierung im entzindeten Gewebe verifiziert
werden (80;81). In diesem Zusammenhang konnte bei arthritischen Mausen eine
starke Erhdhung der Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten mit dem Endo-

thel im Vergleich zu gesunden Tieren nachgewiesen werden (33).

Thrombozyten sind die erste Zellpopulation, die die Gewebsaffektion erreicht. Phylo-
genetisch gehoren sie zu den altesten Blutbestandteilen und zeigen in anderen Or-
ganismen Potenz zur unspezifischen Abwehr. Des Weiteren besitzen sie Botenstoffe

und Adhasionsmolekule zur Anlockung und Einbindung anderer Zellarten.

Uber die zu Grunde liegenden Mechanismen und die Kinetik der Thrombozytenakti-
vierung sowie deren EinfluBnahme auf die Inflammation ist jedoch bisher nur wenig

bekannt.
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6.2 Zielsetzung

FiUr die Interaktion der Thrombozyten und Leukozyten mit dem Endothel sind ver-
schiedene Gruppen, wie Selektine fur das Rollen, Integrine fur die Adharenz und die
Ig-Superfamilie flr die Transmigration verantwortlich. Aus diesem Grund haben wir
uns fur die nahere Charakterisierung der Thrombozyten, die ja nicht transmigrieren
konnen, mit dem Selektin P-Selektin und dem Integrin GPIIb/llla, fur die quantitativ

und qualitativ herausragende Moleklle entschieden.

Das den Versuchen zu Grunde liegende Konzept der Entstehung und Aufrechterhal-
tung der chronischen Entzindung bei Rheumatoider Arthritis, schlagt den Thrombo-

zyten die initiale Rolle zu.

Bei diesem Prozel} treffen als erste Zellpopulation die Thrombozyten im Bereich der
Gewebsaffektion ein und interagieren mit dem Endothel, wodurch zytotoxische Mole-
kule und chemotaktische Faktoren freigesetzt und weitere immunkompetente Zellen
angelockt werden. Die adharenten Thrombozyten bilden dann fir diese folgenden

immunpotenten Zellen die Matrix flr deren Anlagerung.

Daher war die Zielsetzung des Versuchsvorhabens, in vivo diese Interaktion des En-
dothels mit den Leukozyten und Thrombozyten in der arthritischen synovialen Mikro-
zirkulation und die an der Regulation mitwirkenden Molekule naher zu charakterisie-

ren.
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Abbildung 45: Schematische lllustration der Interaktion von Thrombozyten, Leukozyten und Endo-
thelzellen. In Bild 1 Transmigration der Leukozyten mit Ausblendung der Funktion von Thrombozyten.
Die Thrombozyten sind die ersten Zellen, die die Irritation des Gefal3endothels erreichen (Bild 2a).
Initial kommt es zur Adhasion der Thrombozyten durch P-Selektin (Rollen). Dies wird durch die Inter-
aktion mit dem GPIIb/Illa Rezeptor stabilisiert (Bild 2b). Die Thrombozyten bilden die Matrix fur die
Anlagerung der Leukozyten im Bereich des Geféallschadens (Bild 3c).
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6.3 Das Modell

Das beschriebene Tiermodell erlaubt uns durch die Intravitalmikroskopie die Visuali-
sierung, Quantifizierung und Charakterisierung der synovialen Mikrozirkulation im
Kniegelenk der Maus in vivo. Die hierzu notwendige mikrochirurgische Praparation
des Kniegelenkes mit Durchtrennung der Patellasehne ist ohne grof3es chirurgisches
Trauma durchzufihren. Die Antigen-induzierte Arthritis ist ein etabliertes Modell zur
Induktion arthritischer Veranderungen im Kniegelenk der Maus. Die Datenerhebung

und die statistische Auswertung sind in der Arbeitsgruppe langjahrig bekannt.

6.3.1 Die Antigen-induzierte Arthritis der Maus

Zur Auslosung der arthritischen Veranderungen in unseren Versuchen, wird das Mo-
dell der Antigen-induzierten Arthritis der Maus verwendet. Dieses Modell, welches
auf die Reaktion auf bovines Albumin beruht, wurde initial am Kaninchen etabliert
und beschrieben (82). Brackertz transferierte dieses Modell auf die Maus und unter-

suchte die Arthritischen Veranderungen eingehend (59;83;84).

Neben diesem Modell der Antigen-induzierten Arthritis existieren noch einige andere
Modelle zur Untersuchung der Pathogenese der Arthritis. Neben der spontanen Arth-
ritis bei Genveranderungen (85), der Adjuvants-Arthritis (86) und der Bakeriten-
Zellwand-Arthritis (87), ist die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) ein umfangreich
durchgefuhrtes Forschungsprojekt (88). Die CIA wird durch chronische Antigenfrei-
setzung durch autoreaktive T-Zellen hervorgerufen und in ihrem Verlauf kommt es zu
umfangreichen systemischen Veranderungen. Ein weiterer Nachteil ist der nicht wie
bei der AiA stabil auftretende Kniegelenksbefall, und im weit iberwiegenden Teil der
Versuche mit CIA werden nur die Pfoten der Tiere arthritisch, die jedoch der IVM
nicht zuganglich sind. Des Weiteren sind bei der Pathogenese der AiA, ebenso wie
bei der Rheumatoiden Arthritis, T-B Lymphozyten beteiligt und die AiA ist im Gegen-
satz zur CIA bei allen Wildstammen induzierbar (84).
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Da systemische Symptome selten sind, der Kniegelenksdurchmesser einfach zu be-
urteilen ist und die histologische Untersuchung eine hohe Selektivitat und Sensitivitat

besitzt, ist dieses Modell auch einfach zu tiberwachen.

6.3.2 Die chirurgische Praparation

Die Voraussetzungen fur in vivo Experimente in Tiermodellen ist die fortbestehende

Unversehrtheit physiologischer Bedingungen.

Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Synovialis ist jedoch die Positionie-
rung des IVM unterhalb von ca. 1000 ym uber der Mikrozirkulation der Synovialis
unabdingbar. Hierfur ist die Eréffnung des Fells, der Epidermis und der Durchtren-
nung der Patellasehne unumganglich. Jedoch ist die Synovialis nicht mit der Patella-
sehne, die extraartikular liegt, verwachsen und somit ist ein Trauma der Synovialis

umganglich.

Fir dieses nur geringe Trauma der Synovialis und ohne Aktivierung des Endothels
und damit der Mikrozirkulation spricht auch das nahezu ausbleibende Rollen und die
fast fehlende Adharenz der Leukozyten am Endothel, sowie die Stabilitat der mikro-

zirkulatorischen Parameter in den untersuchten nicht-arthritischen Kontrolltieren.

6.3.3 Die Intravitalmikroskopie

Die IVM bietet die Moglichkeit der in vivo Analyse mikrozirkulatorischer Parameter,
sie ist am Institut fur Chirurgische Forschung essentiell mitentwickelt worden und
wird von vielen Arbeitsgruppen verwendet. In den letzten Jahren konnten viele her-
ausragende Erkenntnisse Uber die Pathogenese verschiedener Erkrankungen ge-
wonnen werden. Unter diesen Organsystemen befinden sich unter anderem das Ge-
hirn (89), die Leber (90), die Lunge (91), das Herz (68), der Darm (92) und Tumoren

der Ruckenhautkammer (93).
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Hierbei kommen unterschiedliche Fluoreszenzmarker, die die Quantifizierung und
Charakterisierung verschiedener Zellen ermoglichen, zum Einsatz und aul3erdem
ermdglicht sie die Analyse verschiedener pathognomischer Gefalicharakteristika in
vivo. Auch im Mausmodell ist der Zugang einfach, ohne groRes Trauma und somit
ohne Einflul auf die IVM durchflhrbar.

Somit 14t sich zusammenfassen, dal’ die IVM als etabliertes Werkzeug zur Untersu-
chung von Vorgangen in vivo ein verifiziertes und gut durchfuhrbares Modell darstellt.

6.3.4 Verwendung der Maus

Im Folgenden mochte ich die Uberlegungen, die der Entscheidung die Maus als Ver-

suchstier zu wahlen zu Grunde liegen, naher darstellen.

Zum einen ist das Kniegelenk der Maus mikrochirurgisch einfach zuganglich und
zum anderen ahnelt die AiA der Maus der Rheumatoiden Arthritis des Menschen. Ein

weiterer Grund ist das Volumen und die Zusammensetzung der Synovialis der Maus.

Des Weiteren ist die Maus in der Haltung ein anspruchsloses Tier, durch die kurze
Generationszeit sehr flexibel und aul3erdem sind fur kein anderes Tier ahnlich viele
Antikorper verfugbar. Zusatzlich stehen im Gegensatz zu der Ratte viele Knockout
Tiere, die die Beobachtung einzelner Botenstoffe oder Adhasionsmolekile ermdgli-

chen, zur Verfigung.

6.3.5 Fluoreszenzmarkierung

Die Fluoreszenzmarkierung verschiedener Zellen und Stoffe wird in zahlreichen Un-
tersuchungen verschiedener Gewebe und Organe in und ex vivo eingesetzt. Hierbei
ist von grundlegender Bedeutung, dal} diese Stoffe mdglichst selektiv das gewlinsch-

te Ziel anfarben und dal} diese Anfarbung ein spezifisches, gut mel3bares Emissi-
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onsmaximum besitzt. Des Weiteren ist bei in vivo Versuchen zu bertcksichtigen, dal

die Toxizitat moglichst gering ausfallt.

Durch die unterschiedlichen Emissionsmaxima und der Verwendung stark differie-
render Filter, ist eine Fehlinterpretation der Zugehorigkeit zwischen Thrombozyten

und Leukozyten weitestgehend ausgeschlossen.

Jedoch muld zur Darstellung der FITC-Farbung des Plasmas wieder der Thrombozy-
ten-Filter verwendet werden, wobei jedoch nur die RBC und die FCD bestimmt wer-
den. Hierbei werden die MelRergebnisse durch das Mitzahlen der Thrombozyten nicht

verandert.

Fir die Markierung der Leukozyten wird der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G ver-
wendet. Die Intravitalmikroskopie dauert maximal 60 min, wobei initial nach der Injek-
tion der einzelnen Farbstoffe die relevanten Parameter erhoben werden. Bei Injektion
der von uns benutzten Dosis, sind noch nach 60 min 99,6% aller Granulozyten ge-
farbt (63). Rhodamin hemmt erst bei einer mehr als 100fach héheren Dosis die oxi-
dative Phosphorylierung der Mitochondrien und auch die Phototoxische Wirkung ist
auszuschlief3en (94;95).

Auch FITC hat keine Phototoxitat gezeigt, der Farbstoff FITC gilt als biologisch un-
bedenklich und am St. Patrick’s Day wird das Fluorescein benutzt um den Chicago

River grin zu farben (95).

Das zur Anfarbung der Thrombozyten herangezogene CFDA basiert wie das FITC
auf dem Farbstoff Fluorescein und auch hier konnte in umfangreichen vorhergehen-
den Studien keine Toxizitat bei der angewandten Dosierung bzw. Versuchszeit

nachgewiesen werden (96).

Fiar diese Annahme sprechen auch die Ergebnisse der Versuche im Bezug auf die
Stabilitat der Parameter Uber den Zeitraum des Versuches. So kann keine signifikan-
ten Anderungen in Hinsicht der Parameter Blutdruck, Herzfrequenz und Erythrozy-
tenflulligeschwindigkeit bei Injektion der Farbstoffe gegenuber NaCl-Injektionen ge-
messen werden. Des Weiteren ist das Rollen und die Adharenz in den gesunden
Versuchstieren erniedrigt und hat sich auch Uber die Zeit nach Injektion der Fluores-

zenzmarkierungen nicht vergroR3ert.
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6.3.6 Thrombozytenseparation

Derzeit ist kein selektiver in vivo Fluoreszenzmarker fur Thrombozyten bekannt. Da-

her werden die Thrombozyten ex-vivo markiert.

Wie bereits dargestellt werden die Blutplatichen im Vollblut einem Spendertier ent-
nommen, separiert, markiert und refundiert. Bei diesem Vorgehen waren eine Akti-

vierung der Thrombozyten und damit eine Verfalschung unserer Ergebnisse denkbar.

Ein Marker fur die Aktivierung der Thrombozyten ist die Expression von P-Selektin an
der Oberflache (97). Es konnte bei C57/BI6 Tieren kein Unterschied in der Expressi-
on von P-Selektin auf Thrombozyten im Vollblut oder nach Separation festgestellt
werden. Auch nach Inkubation mit Thrombin zeigte sich kein Unterschied zwischen
den separierten Thrombozyten und denen im Vollblut. Dies deckt sich auch mit den
Ergebnissen anderen Arbeitsgruppen im Institut flr Chirurgische Forschung (92;98-
100).

Auch die Tatsache, daR sich in den gesunden Kontrolltieren nur sehr wenige Interak-
tionen zwischen dem Endothel und den separierten Thrombozyten finden, spricht

gegen eine relevante Aktivierung.
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6.4 Abschnitt 1: Einfluf3 von thrombozytaren bzw.
endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten-

und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Hier sollen die Ergebnisse des ersten Abschnittes der Studie im Bezug auf die Rolle

des P-Selektins bewertet werden.

6.4.1 Einbettung der Ergebnisse in den wissen-

schaftlichen Hintergrund

Bei der Antigen-induzierten Arthritis kommt es zu einem inflammatorischen Prozel}
auf der Ebene der synovialen Mikrozirkulation. Diese Anderungen gehen mit einer
Neoangiogenese und der Einwanderung von Leukozyten einher, die wiederum fur

den entstehenden Gewebeschaden verantwortlich gemacht werden (57;101).

Der schadigende Effekt durch die Aktivierung und Einwanderung von Leukozyten,
insbesondere der polymorphkernigen Neutrophilen (PMN), konnte bei Arthritis bereits
gezeigt werden (102-104). Auf molekularer Basis wurden einige von Leukozyten frei-
gesetzte Stoffe als besonders gewebeschadigend identifiziert (105-109). Ebenso
konnte durch Hemmung von PMNs die Auspragung der arthritischen Veranderungen
reduziert werden (104;110;111). Dies legt nahe, dall zwischen der Einwanderung
und Akkumulation von PMNs und dem entstehenden Gewebeschaden ein kausaler

Zusammenhang besteht.

Die Adhasion und die folgende Transmigration der Leukozyten erfolgt Gber drei
Schritte. Im ersten Schritt kommt es zu einer lockeren Bindung und Aktivierung der
Leukozyten (Rollen). Hieraus erfolgt die feste Bindung an das Endothel, die so ge-
nannte Leukozytenadharenz, die wiederum Voraussetzung fur die Durchwanderung

der Leukozyten durch das Endothel ist. Das initiale Rollen der Leukozyten an der
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Endothelzelle vermitteln die Selektine, die mit Glykoproteinen auf der Partnerzelle

korrespondieren (112;113).

L-Selektin liegt auf der Oberflache zirkulierender Leukozyten vor und vermittelt den
initialen Kontakt mit dem Endothel, wodurch es zu einer weiteren Aktivierung der
PMNs kommt in dessen Verlauf das L-Selektin von der Oberflache wieder ver-
schwindet (114;115).

Das vergleichbare Gegenstuck ist das E-Selektin auf Endothelzellen. Dies wird je-
doch nicht konsekutiv exprimiert, sondern wird erst nach der Aktivierung der Endo-
thelzelle neu synthetisiert und spielt somit bei der von uns untersuchten Interaktion

nur eine untergeordnete Rolle (116).

P-Selektin kommt sowohl auf den Endothelzellen, als auch auf den Thrombozyten
vor und kann innerhalb von Sekunden nach Stimulation z.B. durch Thrombin aus den

a-Granula mobilisiert werden (97).

Die Hemmung von P-Selektin bei Inflammation und Ischamie/Reperfusion zeigte
einen protektiven Charakter in Bezug auf den Gewebeschaden (92;100;117). Somit
ist anzunehmen, dal} dieser erste Kontakt und die folgende Aktivierung zu der Aus-
schittung proinflammatorischer Mediatoren flhrt, die wiederum die Adharenz bedingt
(118;119). Dieser kausale Zusammenhang zwischen Rolling und Adharenz wird auch
durch die Beobachtung untermauert, dal3 die Inhibition des Rollens auch zu einer
Reduktion der Adharenz fuhrt (120;121).

Diese Ergebnisse und unsere Beobachtungen unterstreichen die Bedeutung der Se-
lektine fur die Leukozytenrekrutierung bei Stérung der Mikrozirkulation und der dar-

aus entstehenden Gewebeschaden.
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6.4.2 Einflul3 von P-Selektin auf die Thrombozyten-

und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals dargestellt werden, dal3 die Interaktion
von Thrombozyten und Endothelzellen vom thrombozytaren und endothelialen P-
Selektin vermittelt wird. In P-Selektin defizienten arthritischen Tieren ist das Rollen

und die Adharenz gegenuber Wildtyptieren mit AiA signifikant reduziert.

Diese Ergebnisse stimmen mit der Rolle von P-Selektin in anderen Erkrankungsmo-
dellen, wie z.B., dal} P-selektin-Defizienz gegen I/R-Schaden in Leber, Herz und

Darm sowie Leukozyteninvasion schutzt, Gberein (92;100;122;123).

Hingegen wurde in dem Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) berichtet, dafy
durch die Abwesenheit von P-Selektin der Krankheitsverlauf der Arthritis beschleu-
nigt wird (124). Die P-Selektin defizienten Tiere, die in dieser Studie benutzt werden,
gehoren dem 129/Sv Stamm an, jedoch waren diese Tiere E/P-Selektin Knockouts,
also keine reinen P-Selektin defiziente Tiere. Aullerdem kommt es in dem CIA Modell
zu einer generalisierten Entzindungsreaktion, da Kollagen Il nicht komplett gelenks-

spezifische Antikorper induziert (125).

Als Ligand fur P-Selektin bei der Interaktion von Thrombozyten und Endothelzellen,
kommt der haufig beschriebene und auf Leukozyten und Thrombozyten zu findende
P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) in Frage (126;127). Auch der Rezeptor
Lewis™ ist ein Ligand des P-Selektins und seine Fahigkeit auch L- und E-Selektin zu
binden macht ihn zu einem interessanten Kandidaten fur die Bildung von Komplexen
aus Thrombozyten, Leukozyten und Endothelzellen (128). Somit konnte die von den
Daten dieser Studie gestutzte Vermutung, daly Thrombozyten initial an das Endothel
binden und die Akkumulation von Leukozyten und den daraus folgenden Gewebe-
schaden initiieren, ein zusatzlich zu dem direkten Schaden durch thrombozytare
proinflammatorische Mediatoren und Sauerstoffradikalen auftretender Effekt sein
(27;129;130).

Diese intravitalmikroskopisch gewonnenen Ergebnisse werden auch durch die
durchgefuhrten histologischen Versuche getragen, da diese in den arthritischen P-

Selektin defizienten Tieren nur milde morphologische Veranderungen zeigt.
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Diese Annahme unterstitzen auch die Versuche, in denen die Empfanger- und
Spendertiere aus unterschiedlichen Stammen bestehen. Hier ist sowohl, wenn das
Endothel P-Selektin defizient und die Thrombozyten P-Selektin potent sind, als auch
im umgekehrten Fall, jeweils die Leukozyten Interaktion mit dem Endothel gegenlber
den Wildtyp-Emfangern und —Spendern (WT-E und WT-S) reduziert.

Hier zeigte sich, dal® durch Injektion der Wildtyp-Thrombozyten in P-Selektin defi-
ziente arthritische Empfangertiere, die Interaktion der Thrombozyten und der Leuko-
zyten mit dem Endothel verglichen mit arthritischen P-Selektin defizienten Spender-
und Empfangertieren (Abbschnitt 1; Versuchsgruppe 2) ansteigt. Im Gegensatz dazu
kann durch Injektion von P-Selektin defizienten Thrombozyten in Wildtyp-Tiere mit
AiA die Interaktion der Thrombozyten und der Leukozyten mit dem Endothel gegen-
uber arthritischen WT-S und WT-E (Abschnitt 1; Versuchsgruppe 1) reduziert wer-

den.

Hierbei ist zu bertcksichtigen, dal® nur héchstens 20% der Thrombozyten P-Selektin
positiv sind, da im Empfangertier eigene P-Selektin defiziente Thrombozyten zirkulie-
ren. Zieht man nun die Erhohnung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei P-Sel
defizienten arthritischen Tieren mit Injektion von WT-Thrombozyten heran, zeigt sich
auch hier bei den adharenten Leukozyten eine Verdoppelung durch die Injektion von

WT-Thrombozyten zu den im Empfangertier zirkulierenden eigenen Thrombozyten.

Diese starken Effekte kdnnten von einer vorangegangenen Hochregulierung alterna-
tiver Signalwege durch das Fehlen von P-Selektin herrihren. Dafir kommen vor al-
len Dingen die schon erwahnten Selektine L und E, sowie die vom Endothel und den
Thrombozyten ausgeschutteten Signalstoffe in Frage. Diese konnten eine hoch rea-
gible Situation am entzindeten Endothel schaffen, die durch Zufugen von P-Selektin
potenten Thrombozyten zu einer zusatzlichen Reaktivierung des P-Selektin-
Signalweges flhrt. Bei Zugabe von P-Selektin defizienten Thrombozyten zu einem
Wildtyptier, kommt es im Gegensatz dazu zu einer Verdrangung der P-Selektin-
potenten Thrombozyten aus der Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktion.
Da hieraus resultiert, dafl} die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion verringert wird, ist
davon auszugehen, dal® schon eine geringe Reduktion der Thrombozyten-
Leukozyten-Interaktion zu einer Verminderung des schadlichen Einflusses der Leu-

kozyten fuhrt. Die aus dem Versuchsaufbau resultierende Beobachtung eines kurz-
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zeitigen Ereignisses ist besonders zu berucksichtigen, da die vorher erwahnten al-

ternativen Signalwege zeitlich erst spater aktiviert werden.

Somit scheint die Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel von der Aktivierung

der Thrombozyten teilweise abhangig zu sein.

6.4.3 Schluf3folgerung

Damit ist fur die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel nicht nur allein das en-

dotheliale verantwortlich, sondern auch das thrombozytare P-Selektin.

Dies ist um so bedeutender, da wegen der starken Nebenwirkungen kein P-Selektin
Antagonist beim Menschen zugelassen ist. Daher kdnnte durch selektive Hemmung
der Thrombozyten deren Aktivierung reduziert werden, wodurch auch die Mobilisati-
on des P-Selektins an die Thrombozytenoberflache inhibiert wirde und somit der

schadigende Einfluy von P-Selektin reduziert werden konnte.

Da jedoch die Interaktion der Plattchen mit dem Endothel starker gesunken ist als
die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel, sind an diesen Interaktionen wahr-
scheinlich noch mehrere andere Molekile beteiligt, insbesondere da der CD62P Re-

zeptor als Selektin nur das initiale Rollen vermittelt.
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6.5 Abschnitt 2: Die Rolle von GPIlIb/llla far die
Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion

In dieser Studie wurde die Rolle des GPIlIb/llla Rezeptors naher erschlossen. Diese
Ergebnisse sollen in diesem Kapitel in den Stand der Forschung eingebunden wer-

den.

6.5.1 Einbettung der Ergebnisse in den wissen-

schaftlichen Hintergrund

Der Rheumatoiden Arthritis liegt ein chronisch-inflammatorischer ProzelR der Synovi-
alis zu Grunde (1;35). Diese Entzundung geht mit einer Aktivierung und Einwande-

rung von Leukozyten einher (8;36).

Diese Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut, die dann folgend an dem Endothel
adharieren und transmigrieren, gilt als gesichert (112). Die Arbeitsgruppe konnte die-
se Leukozyteninvasion bei der AiA bereits zeigen und dieser Sachverhalt wird auch
in dieser Studie beobachtet (57;131).

Die vielseitigen Fahigkeiten der Thrombozyten legen nahe, dal} sie in der Pathoge-
nese der Inflammation und somit der chronischen Gelenkentzindung eine wesentli-

che Rolle spielen.
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Abbildung 46: Unvollstédndige Darstellung der von Thrombozyten freigesetzten inflammatorisch wir-
kenden Mediatoren.

Die Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten konnte bereits visualisiert werden
(68). Dennoch sind die genauen molekularen Mechanismen bei Entstehung und Auf-
rechterhaltung der Entziindung ungeklart. Bei AiA konnte gezeigt werden, dal} es zu
einer Erhohung der T/E-l in der synovialen Mikrozirkulation der Synovialis kommt
(33). Welchen Einflu diese Vermehrung der Thrombozyten Adharenz und Aktivie-
rung bei AiA auf die Leukozyten hat, ist ungeklart. Die Versuche im ersten Abschnitt
zeigen eine Steigerung der L/E-l bei Injektion von WT-Thrombozyten in arthritische
P-Sel-defiziente Tiere. Daher scheint ein kausaler Zusammenhang zwischen der T/E-
| und der L/E-l zu bestehen. Um diesen Zusammenhang aufzuldsen bietet sich der
GPIIb/llla Rezeptor an, da dieser selektiv die Thrombozyten hemmt und somit diese

aus der Interaktion von Leukozyten und Endothel eliminiert.
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6.5.2 Einflu3 von GPIlIb/llla auf die Thrombozyten-

und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Aufgrund des ersten Abschnittes der Arbeit ist davon auszugehen, dal® P-Selektin
die initiale, transiente Interaktion der Thrombozyten mit dem Endothel vermittelt
(92;100). Diese Verbindung ist wahrscheinlich durch die Scherkrafte nicht ausrei-
chend und muf von anderen Verbindungen stabilisiert werden. Qualitativ und quanti-

tativ kommt wahrscheinlich hierfur nur der GPIIb/llla Rezeptor in Frage (132;133).

Bei den arthritischen Tieren konnte eine signifikante Reduktion der Interaktion von
Thrombozyten und Endothel im arthritischen Synovium bei Injektion von Tirofiban
dargestellt werden. Die Verminderung schliel3t auch das transiente Rollen der
Thrombozyten ein, was nach weitlaufiger Annahme unter anderem durch P-Selektin
vermittelt wird. Der Grund konnte eine Koppelung dieser beiden Arten der Interaktion
im Sinne einer Vorwartsaktivierung sein. So fihrt die Adhasion von Thrombozyten

uber GPIIb/llla zur vermehrten Expression von P-Selektin (54).

Auch in den Versuchen dieser Studie, wurde durch Tirofiban diese Aktivierung des P-
Selektin/PSGL-1/Lewis* Systems durch den GPIlb/llla Rezeptorantagonisten ge-
hemmt und damit das Rollen der Thrombozyten. Durch diese Hemmung wurde je-
doch zusatzlich auch die Adharenz der Thrombozyten am Endothel reduziert. Diese
Adharenz der Thrombozyten mull mit der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion ge-
koppelt sein, da die Ergebnisse der Studie zeigen, dall die Hemmung des GPIIb/llla

Rezeptors die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel reduziert.

Hierbei ist das Rollen der Leukozyten nicht signifikant reduziert, sondern nur die fes-
te Adharenz. Diese lal3t darauf schlieen, dafd zusatzlich im geringeren Umfang noch
andere Mechanismen beteiligt sind. Diese Vermutung spiegelt wahrscheinlich die
direkt vom Endothel oder den Thrombozyten ausgeschitteten Signalstoffe und
proinflammatorischen Proteine wieder (54;134;135). Dazu muissen neben dem
GPlIb/llla-System noch zusatzliche Mechanismen bei der T/E-l aktiv sein, da es
durch Tirofiban nicht zu einer vollstandigen Hemmung dieser Interaktion kommt.
Hierfir kommen vor allem P-Selektin und CD40 auf Thrombozyten und PSGL-1 so-
wie CD40L auf Leukozyten in Frage. Diese Rezeptoren werden jedoch konsekutiv

exprimiert und sind dem GPIIb/llla Rezeptor auch quantitativ weit unterlegen.
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Da die L/E-I durch Tirofiban weniger beeinflufl3t wird, als die T/E-I, missen neben der
von Thrombozyten vermittelten Interaktion, andere direkte Mechanismen parallel ab-
laufen. Von diesen direkten Verbindungen von Leukozyten und Endothel sind viele,
wie E-Selektin, L-Selektin, LFA-1, CD34 und ICAM bekannt. In diesem Zusammen-
hang ist zu berlcksichtigen, dafld durch den Aufbau dieser Studie und der damit ver-
bundenen kurzen Therapiezeit, nur der kurzzeitige Effekt von Tirofiban charakterisiert
ist. Daher ist davon auszugehen, dal} die alternativen Signalwege hier noch nicht

aktiv sind.

In wie weit die langfristige Applikation von Tirofiban Einflu® auf die Entstehung und

Aufrechterhaltung der Entziindung hat, ist zu untersuchen.

6.5.3 Schlu3folgerung

Diese Versuche stellen erstmals den Einfluly der selektiven Thrombozytenhemmung
auf die Interaktion von Thrombozyten und Endothelzellen im Synovium arthritischer
Tiere in vivo dar. Sie konnten erstmals darlegen, dal} die Interaktion der Leukozyten

mit dem Endothel bei der AiA entscheidend abhangig von den Thrombozyten ist.

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dal® der bei dieser Interaktion im Vorder-
grund stehende Rezeptor das Glykoprotein llIb/llla auf der Membran der Thrombozy-

ten ist.

Des weiteren konnten erste Anhaltspunkte fur eine Vorwartsaktivierung bzw. Ruck-
wartshemmung zwischen dem P-Selektin und dem Integrin GPlIb/llla in der arthriti-

schen synovialen Mikrozirkulation gewonnen werden.
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P-Selektin GPlIb/llla GPlIb/llla
PSGL-1 Fibrinogen Fibrinogen
Lewis” ICAM-1 P-Selektin
avPs CD40
CD40L
Mac-1
LFA-1

Abbildung 47: Circulus vitiosus der Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Durch das
initial von P-Selektin vermittelte Rollen kommt es zur Aktivierung weiterer Thrombozyten und in Folge
dessen zur Rekrutierung von Leukozyten. Die hieraus unterhaltene Entziindung fiihrt wiederum zur
Aktivierung von Thrombozyten und Einwanderung weiterer Leukozyten.

Somit kénnte durch die Inhibition der Thrombozyten, die Leukozyteninfiltration ge-
hemmt werden und dadurch der inflammatorische Schaden bei Rheumatoider Arthri-

tis reduziert werden.
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7 Zusammenfassung und Schluf3folgerung

Die chronische Gelenkentziindung entsteht aus unterschiedlicher und teilweise noch
ungeklarter Ursache. Durch den chronischen Charakter und fehlende kurative Be-
handlungsmaoglichkeiten schreitet die Erkrankung unter einem grof3en Leidensdruck
fort. In ihrem Verlauf kommt es zu erheblichen Funktionseinschrankungen und
schliel3lich kdnnen Gelenkersatzprothesen multipler Gelenke und Invaliditat die Folge

sein.

Im Bereich der entzindeten Synovialis bildet sich ein Pannus, der durch seine
schnelle Proliferation, Gefal3neubildungen und die Destruktion des angrenzenden

Gewebes Tumor-ahnliche Eigenschaften zeigt.

Daher kommt dem GefalRendothel und der synovialen Mikrozirkulation sowie der
Leukozyteneinwanderung eine entscheidende Rolle in der Entstehung und Progres-
sion des entzundlichen Prozesses zu. In anderen inflammatorischen Modellen konn-
te gezeigt werden, dal} diese Progression aus einem Zusammenspiel von Sekretion
proinflammatorischer Substanzen bzw. Botenstoffen, Antigenprasentation, Einwan-
derung immunkompetenter Zellen und daraus weiter fortschreitender Gefal3neubil-
dung herrahrt. An diesem Modell ist bisher ungeklart, welchen Einflu} die Thrombo-

zyten bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Entziindung haben.

Daher war es das Ziel des Versuchsvorhabens die Interaktion der Thrombozyten mit
dem Endothel und den Leukozyten naher zu charakterisieren und auf der Grundlage

der Rezeptoren P-Selektin und GPIIb/llla, molekulare Mechanismen aufzudecken.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnte der Einflul von thrombozytaren
und endothelialen P-Selektin auf die Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion charakterisiert werden. In den Untersuchungen mit P-Selektin defizienten
Thrombozyten bzw. P-Selektin defizientem Endothel, zeigte sich in beiden Fallen
eine signifikante Reduktion sowohl der Thrombozyten-Endothelzell, als auch der

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion.
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Im zweiten Abschnitt wurden die Thrombozyten selektiv durch den GPIIb/llla Anta-
gonisten Tirofiban inhibiert. Hierdurch wurden durch das Aggrastat in arthritischen
Tieren das Rollen nahezu und die Adharenz der Thrombozyten am Endothel halbiert.
Zusatzlich hatte diese selektive Inhibition der Thrombozyten bei arthritischen Tieren
auch Auswirkung auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. So waren auch hier

das Rollen und die Adharenz der Leukozyten am Endothel signifikant reduziert.

Die vorliegende Arbeit hat somit gezeigt, dal bei der Antigen-induzierten Arthritis die
Inaktivierung von P-Selektin und GPIIb/llla zu einer Reduktion der Interaktion von
Leukozyten und Endothelzellen fuhrt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dald auch
das auf der Thrombozytenoberflache befindliche P-Selektin einen signifikanten Ein-
flul auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei der AiA hat. Diese Interaktion
mufd wie auch andere Arbeiten zeigen, als schadlich flr das synoviale Gewebe an-
gesehen werden. Ferner haben die Versuche die Vermutung untermauert, dal} initial
die Thrombozyten an das Endothel anlagern und dies sekundar zur Invasion von
Leukozyten fuhrt. Diese Thrombozytenanlagerung geschieht zum einen transient
durch P-Selektin und wird folgend durch GPIIb/llla stabilisiert, wodurch es zur Aus-
schittung von Chemokinen durch die Thrombozyten und Endothelzellen kommt, die

dann zur weiteren Rekrutierung von Leukozyten fuhrt.

Die Inhibition der Rekrutierung, Adhasion und Aggregation von Thrombozyten in der
arthritischen synovialen Mikrozirkulation kénnte daher fir die Reduktion der Leukozy-
tenrekrutierung und Chemokinfreisetzung und damit fur die Reduktion des konsekuti-

ven Gewebeschadens von wichtiger, therapeutischer Bedeutung sein.
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8 Abkilrzungen

%

°C

aZ
AiA
ADP
ATP
C57
CFA
CFDA
COX

ENA-78
EGF
FCD
FGF
FiO2
FITC
FT

g
GPllIb/llla
ICAM-1
VM
I.E.

kg

KG
L/E-I
LP
MAP
mBSA
min
MIP-1a
mm
mmHg

Prozent von Hundert

Grad Celsius

adharente Zellen
Antigen-induzierte Arthritis
Adenosin Diphosphat

Adenosin Triphospaht
C57/Bl6-Stamm

Complete Freund’s Adjuvant
Carboxyfluoreszein-Diacetatester
Cyclooxygenase

Tag

epithelial neutophil-activating protein-78
epidermaler Wachstumsfaktor
funktionelle Kapillardichte
Fibroblast Growth Factor
Sauerstoffgehalt Inspiration
Fluorescein isothiocyanate—dextran
Farbteiler

Gramm

Glykoprotein llb/llla

intracellular adhesion molecule-1
Intravitalmikroskopie

Internationale Einheiten

Kilogramm

Kdrpergewicht
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
Long pass

mittlerer arterieller Blutdruck
methyliertes bovines Serum-Albumin
Minuten

Macrophage inflammatory protein-1a
Milimeter

Milimeter Wassersaule
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um Mikrometer

mM Milimolar

MW Mittelwert

NaCl 0,9% Natriumchlorid

PAF Plattchen-aktivierender Faktor

PGE Prostaglandin E

PGI2 Prostaglandin 2

PF 4 Platelet Faktor 4

PMN Polymorphkernige Neutrophile

PRISM Packaging Research, Intelligence Strategies &
Marketing

PRISM-PLUS Packaging Research, Intelligence Strategies &
Marketing PLUS

P-Sel P-Selektin

P-Sel-E P-Selektin defizienter Empfanger

P-Sel-S P-Selektin defizienter Spender

PSGL-1 P-Selektin Glykoprotein Ligand-1

RA Rheumatoide Arthritis

RANTES upon activation normal T cell expressed and se-
creted

RBC ErythrozytenflieRgeschwindigkeit

RESTORE Randomized Efficacy Study of Tirofiban for Out-
comes and Restenosis

ROI Region of Interest

S Sekunde

SEM Standardfehler des Mittelwertes

T/E-I Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion

TGF Transforming Growth Factor

™ Geschutztes Warenzeichen

TNF Tumor Nekrose Faktor

VEGF Vascular Endothel Growth Faktor

Vit Vitamin

vWF von-Willebrand-Faktor

wW Watt

WT Wildtyp

WT-E Wildtyp-Empfanger

WT-S Wildtyp-Spender
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