Rheumaklinik Berlin-Buch der Immanuel Diakonie Group
Chefarzt: Professor Dr. med. Andreas Krause

Habilitationsschrift

, Charakterisierung von Kollagenase 3 (MMP-13) in der Pathogenese
der Rheumatoiden Arthritis”

zur Erlangung der Lehrbefahigung

fur das Fach Innere Medizin

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Herrn Dr.rer.nat. Dr.med. Dirk Wernicke

geboren am 31. Oktober 1957

Eingereicht: April 2008
Dekan: Professor Dr. med. Martin Paul
1. Gutachter Professor Dr. med. U. Miller-Ladner

2. Gutachter Professor Dr. med. R. W. Kinne



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1. ADKUIZUNQGSVEIZEICNIS ..ot e s e e e e e

2. Einleitung
2.1. Die Rheumatoide Arthritis — eine Erkrankung unklarer Atiologie und Pathogenese....
2.2. Proteasen und der Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion............cccccceeeeee...

2.3. Kollagenase 3 — eine Matrix-Metalloprotease mit besonderen Eigenschaften............

I e Fo ] o1 1= 0 a3 (=] 1101 o PSP

4. Ergebnisse

4.1. Nachweis der Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis bei Rheumatoider
ATTNTIEIS ..t e e e e e e

4.2. Nachweis der Expression von Kollagenase 3 mRNA in Fibroblasten-ahnlichen
Zellen und Analyse ihrer Regulation in synovialen Fibroblastenkulturen......................

4.3. Stimulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten durch
Zell-Matrix-WeChSEIWITKUNGEN. ........ooiiiiiiiii et

4.4, Vergleichende Untersuchungen der mRNA Expression von Kollagenase 3,
MT1-MMP und Gelatinase A in der Synovialis bei Rheumatoider Arthritis..................

4.5. Kollagenase 3 — ein potentieller Marker der Rheumatoiden Arthritis............cccccceennnnes

5. Diskussion

5.1. Kollagenase 3 — bhiochemische Eigenschaften und Besonderheiten im
EXPreSSIONSPIOfil. ...

5.2. Regulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten.........................

5.3. Regulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten durch
Zell-Matrix-WeChSEIWITKUNGEN. ........iiiiiieiiiiiie e

5.4. Zeitgleiche Expression von Kollagenase 3, MT-1 MMP und Gelatinase A an der
SYNOVIaliS-KNOIPEI-GIENZE.......ceiiiiiiiiiee e

5.5 Kollagenase 3 — ein potentieller klinischer und histopathologischer Marker der

RNEUMATOIAEN ATTNEITIS. ... e e e e et e e e e e e e eans



Inhaltsverzeichnis 3

6. ZUSAMMENTASSUNG . ..uiiiiiieiiie ettt e e e e e e et e e e s e s e e e e e e e e nereeeas 107
A L (=T = LU V=T =¥ = 111
8. DANKSAGUNG ..t nnn 122

LS TR 3 = 1 1 o 124



Abkulrzungsverzeichnis

1. Abklrzungsverzeichnis

BSG Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit
CCP zyklische citrullinierte Peptide

CRP C- reaktives Protein

DMARD disease modifying drugs

mAB monoklonaler Antikdrper

MMP Matrix-Metalloprotease

MT-MMP Membran-Typ Matrix-Metalloprotease

NOD/SCID Maus Mausstamm nach Kreuzung von NOD (nonobesity) und

SCID (severe combined immune deficiency) Stimmen

OA Osteoarthritis
RA Rheumatoide Arthritis
RF Rheumafaktor

SF primére synoviale Fibroblasten



Einleitung 5

2. Einleitung

2.1. Die Rheumatoide Arthritis — eine Erkrankung unklarer Atiologie und Pathogenese

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine immunvermittelte, chronisch-entzindliche
Systemerkrankung mit einer groRen klinischen Heterogenitat. Die Atiologie und Pathogenese
dieser Autoimmunerkrankung sind zum gegenwartigen Zeitpunkt nur unzureichend
verstanden. Klinische Manifestationen der Erkrankung sind destruktive
Gelenkveranderungen, insbesondere der kleinen peripheren Gelenke, und der nicht
obligatorische Befall verschiedener innerer Organe. In der Gruppe der chronisch-
entziindlichen Gelenkerkrankungen ist die RA mit einer Inzidenz von bis zu 1 % die haufigste
chronisch-entziindliche Bindegewebserkrankung in Europa und Nordamerika (Choy &
Panayi, 2001; Lee & Weinblatt, 2001).

Das pathogenetische Substrat der RA ist die persistierende Synovialitis, die mit einer
progredienten Destruktion artikul&rer Strukturen einhergeht. In der Synovialis, der
Synovialflissigkeit und in den gelenknahen Strukturen manifestiert sich ein
Entziindungsprozess, der mit einer ausgepragten Infiltration vor allem durch Makrophagen
und Lymphozyten einhergeht und gekennzeichnet ist durch eine Hyperplasie der
Synovialmembran mit Zeichen eines invasiv wachsenden Granulationsgewebes (Gay et al.,
2002; Gay et al.,, 1993; Johnson et al.,, 1993, Kinne et al.,, 2007). Trotz erheblicher
Fortschritte im Verstandnis der pathogenetischen Mechanismen der RA in den
zuriickliegenden Jahren sind diese Erkenntnisse nach wie vor fragmentarisch und unser
Wissen Uber die Atiologie der Erkrankung nach wie vor unzureichend. Nachfolgend soll
deshalb der Versuch unternommen werden, bisherige Erkenntnisse Uber die Pathogenese

der RA in Form von Hypothesen zusammenzufassen.

Die RA — eine genetisch bedingte Erkrankung

Die RA ist, wie der arterielle Hypertonus, der Diabetes mellitus oder die Arterosklerose, keine
monogenetische Erkrankung sondern wird durch multiple genetische Faktoren verursacht.
Dabei handelt es sich eher um die Kombination von genetischen Merkmalen als um
krankheits-assoziierte Genmutationen.

Ahnlich wie andere Autoimmunerkrankungen ist die RA eine HLA - assoziierte Erkrankung
(Stastny, 1978; Gregersen et al., 1987). Im Vergleich zur Gesamtpopulation wird bei den
meisten RA Patienten ein nur geringes Spektrum von HLA DRB1 - Allelen exprimiert
(Wordsworth et al., 1989). Die Expression der Allele DRB1 0401 und 0404 ist dabei mit der
Schwere des Krankheitsverlaufes korreliert (Weyand et al., 1995; Ollier & MacGregor, 1995).
So entwickeln HLA DRB1 0401 - homozygote Patienten haufig eine rheumatoide Vaskulitis.
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Moglicherweise erfolgt Uber die Expression spezifischer HLA - Muster die Selektion
krankheitsrelevanter T-Zellklone (Weyand & Goronzy, 1994). HLA - Gene sind damit fir die
Schwere des Krankheitsverlaufes der RA relevant, weniger jedoch fur den Ausbruch der
Erkrankung (Feist et al., 2007).

Das genetische Risiko, an der RA zu erkranken, definiert sich nicht ausschliesslich Gber HLA
- assoziierte Gene (Seldin et al., 1999). Eineiige Zwillinge haben mit 12-15% eine deutlich
hohere Wahrscheinlichkeit, an RA zu erkranken, als zweieiige Zwillinge, bei denen die
Wahrscheinlichkeit 4% betragt (Silman et al.,, 1993). Dabei scheint die Krankheits-
pradisposition zu 60% genetisch determiniert zu sein, wobei eine grosse klinische
Heterogenitat auffallig ist (MacGregor et al, 1995). Das Spektrum potentieller
Krankheitsgene ist vielfaltig und schliesst Regulatoren der Immunantwort und des Zellzyklus
sowie Gene von artikularen Strukturproteinen ein (McDermott et al., 1995; Mulcahy et al.,
1996).

Die RA — eine Infektionserkrankung

Zahlreiche akute und chronisch-entzindliche Prozesse werden durch Krankheitserreger, wie
Bakterien, Viren und Mycoplasmen verursacht. Diese Beobachtungen, die Infiltration der
chronisch-entziindlichen Synovialis durch immunkompetente Zellen sowie das Verursachen
einer chronischen Arthritis durch Borrelia burgdorferi fuhrten zu dem Konzept einer
infektidsen Genese der RA (Burmester et al., 1995; Nocton & Steere, 1995). Desweiteren ist
in Synoviozyten von HTLV1 — positiven Patienten, welche klinisch eine RA - &hnliche
Polyarthritis entwickeln kdnnen, HTLV1 — provirale DNA nachweisbar (Nakajima et al., 1993;
Nishioka et al., 1996). Daruber hinaus gibt es Beobachtungen zur Existenz Virus-ahnlicher
Partikel in der rheumatoiden Synovialis (Stransky et al., 1993). Es ist eine gegenwartig
weder bewiesene noch widerlegte Vermutung, dass die RA (a) auf einer standigen
Erregerpersistenz (permanent hit) beruhen konnte, (b) Erreger wirksam geworden sind, aber
nicht mehr nachweisbar sind (hit & hide) bzw. (c) vom Organismus bereits eleminiert wurden
(hit & run). So blieben alle Bemuhungen, spezifische Erreger aus der Synovialis von RA-
Patienten zu isolieren bzw. nachzuweisen, bisher erfolglos. Gleichzeitig liefert auch die
Epidemiologie der RA keine Hinweise fur das Vorliegen einer infektiossen Ursache im
klassischen epidemiologischen Sinn. Es ist somit wenig wahrscheinlich, dass der chronische
Entzindungsprozess bei RA durch ein einziges exogenes infektidses Antigen verursacht

wird.

Die RA — eine Erkrankung der gestérten Immunantwort

Es besteht die potentielle Mdglichkeit, dass es sich bei der RA um eine Erkrankung handelt,

der eine gestorte Immunantwort auf unterschiedliche Antigene zugrunde liegt. Eine solche
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Hypothese findet ihre Analogie in der Pathogenese von Erkrankungen wie der Pneumonie
oder der Meningitis, die trotz eines mannigfaltigen Erregerspektrums charakteristische
Organmanifestationen aufweisen. Entsprechend eines solchen Konzeptes muissten bei der
RA immunkompetente Zellen, wie T- und B-Zellen sowie Makrophagen, ein chrakteristisches
Spektrum an Zytokinen exprimieren und damit den Verlauf der Immunantwort definieren.

Zytokine von T-Zellen und Makrophagen werden in pro- und antientziindliche Zellmediatoren
unterteilt. Zu den stérksten proentzindlichen Zytokinen z&hlen die Interleukine IL-1, -2, -6,
-12 und -15, Interferon INF-y und TNF-o.. Antientziindliche Zytokine sind die Interleukine IL-4,
-10 und -13 sowie TGF-B (Andreakos et al.,, 2002). Bisher durchgefuhrte Studien zur
Charakterisierung der Zytokinexpression bei RA sind jedoch vieldeutig. Dabei scheint die
ausgesprochen niedrige Expressionshohe von T-Zellzytokinen in der Synovialis ein
prinzipielles Problem zu sein (Chen et al., 1993). So konnte nur mittels molekularbiologischer
Methoden der Nachweis einer IL-2 - und Interferon-y - Produktion in der Synovialis erbracht
und die RA als eine TH1 - assoziierte Erkrankung charakterisiert werden (Simon et al., 1994;
Dolhain et al., 1996). Mdglicherweise muss die RA konkreter als eine TH17 — assoziierte
Erkrankung eingestuft werden, da mit den Th17-Helfer-Zellen und dem IL-17 ein Zytokin mit
besonderer proentziindlicher Aktivitat identifiziert werden konnte (Lundy er al., 2007). Eine
zentrale Bedeutung fir die Aufrechterhaltung des proentzindlichen Geschehens in der
Synovialis kommt TNF-a zu (Deleuran et al., 1992; Maini et al.,, 1995; Maini, 2004;
Schwartzman et al., 2004). Entsprechend eindrucksvoll sind die Therapieergebnisse bei RA-
Patienten mit monoklonalen Antikdrpern gegen TNF-o bzw. seinen Rezeptor (Andreakos et
al., 2002; Maini, 2004; Schwartzman et al., 2004). Offen bleibt die Frage, warum in ca. 20%
der Félle ein diesbezuglicher Therapieerfolg ausbleibt. Als weiteres proentziindliches Zytokin
wird IL-1B klinisch erfolgreich unter Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers geblockt
(Furst et al.,, 2003; Fleischmann et al., 2003) und IL-15 als ein vielversprechendes
therapeutisches Zielmolekil angesehen (Mclnnes et al., 1996; Andreakos et al., 2002).
Ungeachtet dessen bleibt zu hinterfragen, warum es sich bei letztgenannten
proentzindlichen Zytokinen um Zellmediatoren handelt, die in der Synovialis bei RA
Uberwiegend durch Makrophagen, nicht jedoch durch T-Zellen sezerniert werden (Kinne et
al., 2007). Ungeklart ist auch die Rolle der anti-entziindlichen Zytokine in der Pathogenese
der RA: So ist IL-10 in der Synovialis bei RA in grosseren Konzentrationen nachweisbar,
offenbar aber von untergeordneter Klinischer Relevanz bezuglich der Knorpel- und
Knochendestruktion (Isomaki et al., 1996; van Roon et al., 1996). In diesem Zusammenhang
sind neue Erkenntnisse aus den Untersuchungen tber CD25 — positive regulatorische Treg —
Zellen zu erwarten, die IL-10 und TGF-f in grésseren Mengen produzieren und die Funktion
der anderen T-Zell-Populationen kontrollieren (Bluestone et al., 2005; Lundy et al., 2007).

Durch die Interaktionen der T-Zelle sowohl mit den anderen Zellen des Immunsystems als
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auch mit anderen Zelltypen, wie den aktivierten Fibroblasten-&hnlichen Zellen, kommt der T-
Zelle eine Schlisselrolle in der Regulation von Entziindung und Gelenkdestruktion zu (Lundy
et al., 2007).

Charakteristisch fur die RA ist das Vorhandensein eines Rheumafaktors (RF), d.h. von
Autoantikérpern gegen multiple Epitope des Fc-Fragmentes vom Immunoglobulin G (Mauri &
Ehrenstein, 2007; Dorner & Burmester, 2008). Im Unterschied zum RF bei maligne
entarteten B-Zellen ist die molekulare Heterogenitat des RF bei RA sehr gross (Carson et al.,
1987; Randen et al., 1992). Dabei ist nicht endguiltig geklart, ob es sich bei den RF-positiven
B-Zellen um vorrangig Immunoglobulin-sezernierende oder Antigen-produzierende Zellen
handelt (Carson et al., 1991; Dérner et al., 2004). Unabhangig davon konnte gezeigt werden,
dass die Schwere der RA mit der Anwesenheit des RF korreliert (Symmons et al., 2006).
Neben der Antikbrperproduktion sind B-Zellen auf verschiedene Weise in die Pathogenese
der RA involviert: B-Zellen formieren gemeinsam mit T-Zellen Follikel-ahnliche Strukturen in
den betroffenen Geweben (Stiehl 1997; Takemura et al., 2001) und stellen in den
Spatphasen der Erkrankung die dominante Antigen-prasentierende Zelle dar (MacLennan et
al., 1997). B-Zellen werden nicht nur durch andere Zellen Gber Zytokine, wie den B-cell
activating factor der TNF-a - Familie (BAFF), CXC chemokine — Liganden CXCL12 und
CXCL13 sowie Lymphotoxin B reguliert, sondern sind selbst Uber die Produktion von
Zytokinen, wie IL-4 und -10, in die Regulation des Immunsystems involviert (Mauri &
Ehrenstein, 2007).

Es muss Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen sein, die Rolle von
immunkompetenten Zellen in der Pathogenese der RA aufzuklaren. In diesem
Zusammenhang ist auch die Frage zu beantworten, welche pathogenetischen Mechanismen
fur die Chronifizierung des entziindlichen Geschehens bei RA relevant sind. Bezlglich des
Prozesses der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion haben Untersuchung des
Einflusses des Immunsystems auf Chondrozyten, Osteoblasten und Osteoklasten eine
besondere Bedeutung. Diese Zelltypen sind nicht nur passiv dem Einfluss von Zytokinen
ausgesetzt, sondern sie spielen selbst eine aktive Rolle beim Umbau der extrazellularen
Matrix unter den Bedingungen eines chronisch-entziindlichen Geschehens bei RA (Miller-
Ladner et al., 2005; Neumann et al., 2005; Schett, 2007; Boyce & Xing, 2007; Otero &
Goldring, 2007).

Die RA — eine Erkrankung der gestorten Selbst-Toleranz

Das antigene Rezeptorrepertoire von T-Zellen ist nicht genetisch festgelegt, sondern wird in
einem komplexen Selektionsprozess erworben (Kamradt & Mitchison, 2001; Kamradt et al.,
2003). Somit konnen Defekte in diesem Selektionsprozess zu Stdrungen in der Selbst-

Toleranz des Orgnismus fuihren. ,Verbotene* T-Zellklone, welche spezifisch mit antigenen
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Determinanten aus dem Knorpelgewebe und der Synovialis interagieren, kdnnten auf diese
Weise das pathogenetische Geschehen bei der RA initiieren. Diese Hypothese wird dadurch
unterstitzt, dass in unterschiedlichen Maus- und Rattenlinien eine Polyarthritis durch die
Injektion von Kollagen-Typ Il induzierbar ist (Cremer et al., 1994; Erlandsson et al., 1994;
Nabozny et al., 1996) bzw. andere Komponenten artikuldrer Strukturen eine chronische
Immunantwort hervorrufen kdnnen (Goodacre et al., 1993 ; Buzas et al., 1995). Es ist jedoch
bisher nicht gelungen, eine entsprechend spezifische Zellaktivierung im Rezeptorrepertoire
der lokalen T-Zellen nachzuweisen. Eine solche Zielstellung ist moglicherweise auch deshalb
wenig realistisch, da spezifische T-Zellklone zellzahimassig und im Vergleich zu Bystander-
T-Zellen eher klein sind (Gonzalez-Quintial et al., 1996). Ausserdem werden T-Zellklone
haufig nur Uber einen sehr begrenzten Zeitraum exprimiert. Erschwerend kommt nicht nur
das gleichzeitige Auftreten von Uber 100 spezifischen lokalen T-Zellklonen hinzu, sondern
auch die Plastizitat des T-Zell-Rezeptorrepertoires. Es bleibt abzuwarten, ob sich das
Spektrum potentieller krankheitsinduzierender Autoantigene auf einige wenige einschranken
lasst. Deren Identifizierung wére jedoch wenig sinnvoll, sollte sich herausstellen, dass
vielfaltige Autoantigene einen gemeinsamen pathogenetischen Signaltransduktionsweg in

der Synovialis bei RA induzieren sollten.

Die RA — eine Erkrankung der unkontrollierten Zellproliferation

Charakteristisch fur die RA ist die unkontrollierte Proliferation unterschiedlicher Zelltypen, wie
der CD4+ T-Zellen (Waase et al., 1996; Schmidt et al., 1996) und Fibroblasten-ahnlicher
Zellen (Lafyatis et al., 1989; Gay et al., 1993; Gay, 2000; Miuller-Ladner et al., 2000). Die
Ursachen einer unkontrollierten Proliferation von immunkompetenten und Fibroblasten-
ahnlichen Zellen sind im einzelnen nicht geklart und schliessen eine gestorte Regulation des
Zellzyklus und der Apoptose ein (Neumann et al., 2004; Choy & Panayi, 2001; Franz et al.,
2000; Krammer et al., 1994).

Proliferation immunkompetenter Zellen.

Bei RA konnte gezeigt werden, dass nur wenige klonale Populationen von T-Zellen
ausschliesslich in artikularen Geweben nachweisbar sind (Fitzgerald et al., 1995; Goronzy et
al., 1994). Die meisten der CD4+, CD8+ und CD4-CD8- T-Zellklone sind gleichzeitig auch im
peripheren Blut anzutreffen, wobei CD8+ und CD4-CD8- T-Zellklone héaufig in der
Normalbevdlkerung, insbesondere im Alter nachweisbar sind (Posnett et al., 1994). Im
Gegensatz dazu weisen RA Patienten, wie auch Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen, ein klonales Wachstum von CD4+ T-Zellen auf (Waase et al.,
1996). Die Besonderheit dieser CD4+ T-Zellklone besteht im Fehlen einer CD28 Expression
(CD4+CD28-), ohne dass dadurch die Antigen-induzierte Stimulierbarkeit dieser Zellen
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wesentlich beeintrchtigt ist (Park et al., 1997). Gleichzeitig weisen CD4+CD28- T-Zellen
verénderte Proliferationseigenschaften auf und sind Apoptose-induzierenden Signalen
gegeniber deutlich insensitiver (Jendro et al., 1995). Es ist interessant, dass der Anteil von
CD4+CD28- T-Zellen im peripheren Blut von RA Patienten mit dem klinischen Auftreten
extraartikularer Manifestationen der Erkrankung, wie rheumatoider Vaskulitis und
Rheumaknoten, korreliert. Somit vermitteln CD4+CD28 - T-Zellklone vermutlich durch eine
inkomplette Toleranz eher die systemische Autoimmunreaktion bei RA und weniger den
lokalen Entziindungsprozess in der Synovialis. Es muss Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein, ob es sich bei den CD4+ T-Zellen-Klonen tatsachlich um einen
intrinsischen Proliferationsdefekt handelt, oder ob die Oligoklonalitat auf eine permanente
Induktion durch Autoantigene zurlickzufthren ist (Schmidt et al., 1996; Park et al., 1997). In
diesem Zusammenhang ist interessant, dass offensichtlich ein Polymorphismus im
programmed death — 1 (PD-1) Gen zu einer verzdgerten Eliminierung autoreaktiver T-Zellen
fahrt (Lin et al., 2004).

Invasives Wachstum Fibroblasten-&hnlicher Zellen.

Die bei der RA nachweisbare hyperplastische Synovialis weist Merkmale eines
transformierten, invasiv wachsenden Granulationsgewebes auf (Gay et al., 1993; Gay, 2000;
Muller-Ladner et al., 2000; Neidhart et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass in den
Frihphasen der Erkrankung histomorphologisch keine Entziindungszellen nachweisbar sind
(Fassbender & Gay, 1988), bereits zu diesem Zeitpunkt aber Fibroblasten-&hnliche Zellen
aus der hyperplastischen Synovialmembran in angrenzende Knorpel- und
Knochenstrukturen eindringen (Shiozawa et al., 1983; Fassbender, 1983). Fassbender
(1983) konnte zeigen, dalR 5 - 10 % der Zellen des Pannusgewebes transformierten
mesenchymalen Zellen @hneln. Synoviale Fibroblasten von Patienten mit RA zeigen in vitro
dreidimensionales Wachstum (Lafyatis & Wilder, 1989), fehlende Kontaktinhibition (Yocum &
Wilder, 1988) und invasives Wachstum in rekonstruierten Basalmembranen (Frye et al.,
1992). Dabei bestehen allerdings histopathologisch prinzipielle Unterschiede zwischen dem
invasiven Wachstum Fibroblasten-ahnlicher Zellen bei RA und dem malignen Wachstum von
Tumorzellen (Fassbender, 1998). Ergadnzend weisen RA-ahnliche Arthropathien in
unterschiedlichen Tiermodellen nicht auf eine primére Beteiligung autoimmuner Prozesse
hin: Die MRL/I-Maus entwickelt spontan eine destruierende Gelenkerkrankung, wobei an den
Stellen der Knorpeldestruktionen transformiert erscheinende Fibroblasten-ahnliche Zellen
nachweisbar sind (O’Sullivan et al., 1985). c-fos transgene Mause entwickeln eine Antigen-
induzierte Arthritis ohne lymphozytére Infiltrate aber mit Fibroblasten-ahnlichen Zellen an den
Stellen der Knorpel- und Knochendefekte (Shiozawa et al., 1992). In Kenntnis dieser

experimentellen Daten muss hinterfragt werden, ob progrediente Gelenkdestruktion und
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autoimmune Entziindungsreaktion bei RA nicht eher als separate pathogenetische Prozesse
in einem gemeinsamen Krankheitsgeschehen zu betrachten sind (Zvaifler & Firestein, 1994,
Geiler et al., 1997, Miiller-Ladner & Gay, 2002). Knorpel- und Knochendestruktion sind dann
nicht ausschliesslich als ein immunologisch vermitteltes pathogenetisches Geschehen
aufzufassen, sondern als ein T-Zell- und Makrophagen - unabhangiger Prozess, der

seinerseits zu einer Stimulation des Immunsystems fuhren kdnnte.

Zusammenfassend ist es zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht mdgllich, aus den komplexen
und zum Teil kontroversen experimentellen Ergebnissen und klinischen Befunden ein
einheitliches Konzept der Pathogenese der RA zu entwickeln. Begriindet liegt dies vor allem
in der grossen klinischen und histopathologischen Heterogenitat der Erkrankung und in
einem wechselhaften Krankheitsverlauf, der sich oft Uber Jahre und Jahrzehnte erstreckt.
Dartber hinaus wird durch langjahrige medikamentése Therapien in die Krankheitsverlaufe
eingegriffen, was das Verstandnis der pathogenetischen Mechanismen der RA nicht
erleichtert. Unzureichend sind nach wie vor unsere Kenntnisse Uber die initialen
Veranderungen in den betroffenen Gelenken. Dies ist u.a. begrindet in einer immer noch
verzogerten Vorstellung der Patienten beim Rheumatologen nach Erstmanifestation der
Erkrankung, aber auch in den eingeschrankten Moglichkeiten einer frihzeitigen invasiven
Materialgewinnung. Somit kann nur die Gesamtheit der Erkenntnisse aus experimentellen
Arbeiten, tierphysiologischen Untersuchungen und Kklinischen Studien zum besseren

Verstandnis der Atiologie und Pathogenese der RA beitragen.
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2.2. Proteasen und der Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion

Einer der am wenigsten verstandenen Aspekte des chronisch-entziindlichen Geschehens bei
RA sind die irreversiblen Umbauprozesse im Bindegewebe. Im Ergebnis der chronisch-
entzindlichen Verédnderungen in der Synovialis kommt es in den betroffenen
Gelenkabschnitten zu einer Zerstbrung der normalen Gewebestruktur, zu fibrotischen
Umbauten und letztlich zum Funktionsverlust der Gelenke. Die Destruktion der
extrazellularen Matrix kann dabei sowohl mit der Proliferation von immunkompetenten
Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten in Zusammenhang stehen, als auch das Ergebnis
Matrix-degradierender Prozesse sein.

Die Komponenten der extrazellularen Matrix werden vorrangig durch Proteasen
(Endopeptidasen) gespalten. Proteasen sind entweder in Lysosomen enthalten, wo sie
Proteine spalten, die durch Endozytose aufgenommen wurden, oder sie werden extrazellular
sezerniert und degradieren extrazellulare Matrixproteine in Geweben, Gewebsflissigkeiten
und im Plasma. Cystein- und Aspartat-Proteasen wirken intrazellular bei niedrigem pH-Wert,
Serin- und Metalloproteasen sind extrazellular bei neutralem pH aktiv. Die wichtigsten
Proteasen, deren Beteiligung am Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA
beschrieben wurde, sind in Abb. 1 zusammengefasst. Eine besondere Bedeutung im
Prozess des Umbaus und der Degradation der extrazellularen Matrix haben die bei
neutralem pH aktiven Serin- und Metalloproteasen. Die Rolle der Serinproteasen ist dabei
vor allem eine indirekte, da diese Proteasen hauptsachlich eine regulatorische Rolle spielen
und Bestandteil von Proteinkaskaden wie der Koagulation, der Fibrinolyse, des Komplement-
Systems und des Kinin-Systems sind (Walker & Lynas, 2001; Rakic et al., 2003; Hollenberg,
2003; Wegner, 2003; Yousef & Diamandis, 2003). Metalloproteasen sind demgegentber in
der Lage, einzelne Komponenten der extrazellularen Matrix mit hoher Effizienz zu spalten
(Woessner, 2002; Overall, 2002; Flannery, 2006). Entsprechend ihrer hohen katalytischen
Aktivitat sind Metalloproteasen auf mehreren Ebenen streng reguliert: (a) auf der Ebene der
Genexpression, (b) der proteolytischen Proenzymaktivierung und (c) Uber Wechsel-
wirkungen mit spezifischen Inhibitoren (Visse & Nagase, 2003; Stone et al., 1999; Flannery
2006; Jones, 2006; Rengel et al., 2007). Zu den Metalloproteasen gehdort die Familie der
Matrix-Metalloprotease (MMP) sowie die Familien der ADAM (a disintegrin and
metalloproteinase) und ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin
motif) (Flannery 2006; Jones, 2006; Burrage et al., 2006).

Die Proteasen der MMP-Familie spalten vor allem verschiedene Kollagene und
Kollagenspaltprodukte, aber auch andere extrazellulare Matrixmolekile wie Laminin,
Fibronectin, Vitronectin (Visse & Nagase, 2003; Overall, 2002, Malemud, 2006). Gleichzeitig

ist bekannt, dass MMP eine Vielzahl von nicht-extrazellularen Matrix-Molekiilen spalten, wie
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Precurser-Formen von Wachstumsfaktoren, Integrine und Adhasionsmolekile, sowie
dariiber hinaus an der Aktivierung von Rezeptoren der Wachstumsfaktoren und Zytokine
beteiligt sind (Stamenkovic, 2003; Flannery 2006). Mit diesen Eigenschaften haben MMP
nicht nur eine grosse Bedeutung flr die Spaltung von Komponenten der extrazellularen
Matrix, sondern auch fur Zellproliferation, Zellmigration und Apoptose (Elliott & Cawston,
2001; Bigg & Rowan, 2001; Muller-Ladner & Gay, 2002).

MMP werden in Abhéangigkeit von ihrer Substratspezifitdit, der Domé&nenstruktur und
Sequenzhomologie in sechs Gruppen unterteilt:

Kollagenasen sind Kollagenase 1 (MMP-1, interstitielle Kollagenase), Kollagenase 2 (MMP-
8, neutrophile Kollagenase) und Kollagenase 3 (MMP-13). Kollagenasen spalten die dreifach

helikalen Kollage der Typen I, 1l und Il spezifisch zwischen Gly 775 und Leu/lle 776 in zwei

Intrazellular Extrazellular
Aspartat- Cystein- Metallo- Serin-
proteasen proteasen proteasen proteasen
Cathepsin D Cathepsin B MMP Elastase

Cathepsin H Kollagenasen Plasmin
Cathepsin K Stromelysine Plasminogen
Cathepsin L Gelatinasen aktivatoren
Cathepsin S MT-MMP Kallikrein
ADAM/ADAMTs Cathepsin G
Aggrecanasen
pH niedrig —— = pH neutral

Abb. 1 Proteasen im Prozess der Degradation der extrazellularen Matrix.
Proteasen sind entsprechend der Struktur ihres aktiven Zentrums in Familien
eingeteilt. Cystein- und Aspartat-Proteasen wirken intrazellular bei niedrigem pH-
Wert, Serin- und Metalloproteasen sind extrazellular bei neutralem pH aktiv. ADAM —
a disintegrin and metalloprotease, ADAMTS — a disintegrin and metalloprotease with

thrombospondin motif, MMP — Matrix-Metalloprotease.
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Fragmente mit einem %, grossen N-terminalen Fragment und einem % grossen C-terminalen
Fragment. Die katalytische Aktivitat der Kollagenasen ist beziiglich der einzelnen Kollagen-
Typen unterschiedlich. Nach erfolgtem Aufspalten dreifach helikalen Kollagens sind die
Kollagenspaltprodukte einer weiteren Degradation zuganglich, was den Prozess der
Zerstorung der extrazellularen Matrix irreversibel macht (lvaska & Heino, 2000).

Gelatinasen sind Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9). Beide Gelatinasen
spalten das Kollagen-Typ IV der Basalmembran und die Kollagen-Spaltprodukte (Gelatine)
mit hoher Effizienz. Es scheint eine besondere Eigenschaft von Gelatinase A zu sein, auch
dreifach helikales Kollagen spalten zu kénnen (Patterson et al., 2001). Dartiber hinaus spielt
Gelatinase A mdglicherweise eine wichtige Rolle in der Osteogenese (Martignetti et al.,
2001).

Stromelysine, zu denen Stromelysin 1 (MMP-3), Stromelysin 2 (MMP-10) und Stromelysin 3
(MMP-11) zahlen, sind fur den Abbau von nicht-Kollagen-Bestandteilen der extrazellularen
Matrix, wie Proteoglykane und Glykoproteine verantwortlich. Darlber hinaus besteht eine
wichtige Funktion der Stromelysine in der proteolytischen Aktivierung mehrerer proMMP,
insbesondere der Kollagenasen (Suzuki et al., 1990).

Matrilysine umfassen Matrilysin 1 (MMP-7) und Matrilysin 2 (MMP-26, Endometase). lhre
Substratspezifitat ist mit der der Stromelysine vergleichbar. Matrilysin 1 prozessiert eine
Reihe von Zelloberflichenmolekilen, wie Fas-Ligand, pro-TNF-o und E-cadherin
(Stamenkovic, 2003).

Membran-Typ MMP_(MT-MMP) bestehen aus sechs Vertretern, wobei vier MT-MMP (MT1-
MMP, MMP-14; MT2-MMP, MMP-15; MT3-MMP, MMP-16; und MT5-MMP, MMP-24) tber
eine transmembrane Doméne verfigen und zwei MT-MMP (MT4-MMP, MMP-17 und MT6-
MMP, MMP-25) einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI) - Anker aufweisen. MT-MMP

spalten unterschiedliche Molelkile der extrazellularen Matrix und sind, MT4-MMP

ausgenomen, zur Zellmembran-assoziierten Aktivierung von proMMP-2 befahigt. MT1-MMP
spaltet dariber hinaus dreifach helikales Kollagen (Ohuchi et al., 1997). MT1-MMP ist
wichtig fir die postnatale Entwicklung des Skelettsystems (Holmbeck et al., 1999) und die
Angiogenese (Pepper, 2001).

Andere MMP schliessen insgesamt 7 MMP ein. Von diesen wird Metalloelastase (MMP-12)
hauptsachlich in Makrophagen exprimiert und ist essentiell fir deren Migration (Shipley et al.,
1996, Kinne et al., 2007). MMP-19 wurde als ein T-Zell-abhangiges Autoantigen bei RA
Patienten identifiziert (Kolb et al., 1997).

Die Metalloproteasen der ADAM-Familie zeichnen sich insbesondere durch ihre ,sheddase*-
Aktivitat aus. So bewirkt ADAM-17 das shedding von TNF-a. und TNF-a-Rezeptoren, was die

parakrine und endokrine Wirkung von TNF-a erméglicht (Béhm et al., 2001; Huovila et al.,
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2005). Zur Familie der ADAMTS z&hlen mit den Prokollagen-N-Propeptidasen ADAMTS-2, -
3 und -14 Proteasen, die den N-Terminus der Prokollagene I, 1l und Ill spalten. Grosse
Bedeutung flr die Spaltung des Aggrecans, des dominierenden Proteoglycanmolekiils des
hyalinen Knorpels, haben die ADAMTS mit Glutamyl-Endopeptidase-Aktivitat, ADAMTS-1, -
4, -5, -8, -9 und -15 (Nagase & Kashiwagi, 2003; Jones, 2006). Insbesondere ADAMTS-4
und -5 haben nicht nur eine hohe Aggecanase-Aktivitat, sondern weisen auch eine breite
proteolytische Aktivitéat gegentber unterschiedliche Komponenten der extrazellularen Matrix
(Versican, Brevican, Decorin, Fibromodulin, COMP) auf. ADAMTS-13 hat eine besondere
Funktion, indem diese ADAMTS die von Willebrand Faktor — spaltende Protease darstellt
(Jones, 2006).

Unser Wissen Uber extrazellular wirkende Proteasen hat sich in den zuriickliegenden 15
Jahren durch die Entdeckung neuer Proteasen erheblich erweitert. Das ermdéglicht zum
einen, diejenigen Proteasen zu identifizieren, die fur die spezifische Destruktion der
extrazellularen Matrix bei umschriebenen Erkrankungen, wie der RA, verantwortlich sind.
Zum anderen haben Proteasen eine entscheidende Bedeutung fir die Regulation der
Prozesse der limitierten Proteolyse und fur die Aktivierung von Zytokinen und deren
Rezeptoren. Damit werden sich unsere Erkenntnisse nicht nur beziglich der Mechanismen
der Knorpel- und Knochendestruktion deutlich erweitern, sondern auch bezlglich der
Regulation akuter und chronischer entziindlicher Prozesse. Das wiederum birgt ein
erhebliches Potential fir innovative Therapieansatze, u.a. bei destruierenden

Gelenkerkrankungen wie der RA.



Einleitung 16

2.3. Kollagenase 3 — eine Matrix-Metalloprotease mit besonderen Eigenschaften

Kollagenase 3 (MMP-13) ist die dritte derzeit bekannte humane Kollagenase und weist im
Vergleich zu den beiden anderen Kollagenasen, Kollagenase 1 (MMP-1) und Kollagenase 2
(MMP-8), Besonderheiten auf, die fur ihre Rolle in der Pathogenese der RA von Relevanz

sind.

Kollagenase 3, erstmals von Freije et al. (1994) aus Mammakarzinomgewebe kloniert, hat im
Vergleich der Aminoséuresequenzen zwischen Kollagenasen verschiedener Spezies die
hdchste Sequenzhomologie mit 86% zu den Kollagenasen der Ratte und Maus und besitzt
nur eine ca. 50%ige Homologie zu den humanen Kollagenasen 1 und 2. Entsprechend
dieser Sequenzhomologie sind auch die katalytischen Eigenschaften von Kollagenase 3 eher
vergleichbar mit denen der Nagerkollagenasen. Von der Ratten- und Mauskollagenase ist
bekannt, das diese Proteasen alle drei Kollagen-Typen I, Il und IlI mit vergleichbarer
Effizienz spalten (Welgus et al., 1983). Dagegen spalten humane Kollagenase 1 und 2 nur
die Kollagen-Typen Il bzw. | mit jeweils hoher Effizienz und haben gegentber Kollagen-Typ
Il, den Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels, nur eine sehr geringe katalytische
Aktivitat (Hasty et al., 1987). Daruber hinaus ist Kollagenase 3 zur effizienten Spaltung
weiterer Kollagen-Typen des hyalinen Knorpels, der Kollagen-Typen IX und X, befahigt
(Kn&uper et al., 1997; Danfelter et al., 2007). Ausserdem spaltet Kollagenase 3 Aggrecan
(Fosang et al., 1996), Kollagen-Typ IV, den Hauptkollagenbestandteil der Basalmembran,
und denaturierte Kollagene (Gelatine) mit hoher Effizienz (Knduper et al., 1996 und 1997).
Damit ist Kollagenase 3 eine hochpotente extrazellulare Protease mit einer breiten

Substratspezifitat.

Als weitere Besonderheit von Kollagenase 3 konnte eine Expression dieser MMP in adulten
menschlichen Geweben bisher nur unter pathologischen Bedingungen gezeigt werden. So
gelang der Nachweis von Kollagenase 3 in unterschiedlichen malignen Tumoren (Heppner et
al., 1996; Uria et al., 1997; Johansson et al., 1999a, Cazorla et al., 1998; Uria et al., 1998;
Airola et al., 1999; Pendas et al., 2000, Elnemr et al., 2003; Hattori et al., 2003), in
chronischen Wunden (Vaalamo et al., 1997, 1998), bei Periodontitis (Hernandez et al.,
2007), bei Erkrankungen der Kornea (Li et al., 2003), bei chronischen Gefassprozessen, wie
der Arteriosklerose (Sukhova et al., 1999; Yoon et al., 2002) und beim Aortenaneurysma
(Mao et al., 1999). In artikularen Geweben wurde Kollagenase 3 im Knorpelgewebe bei
Osteoarthrithis (OA) (Reboul et al.,, 1996, Mitchell et al., 1996, Shlopov et al., 1997,
Moldovan et al., 1997, Kozaci et al., 1997) und in der Synovialis bei RA (Wernicke et al.,
1996, Stahle-Backdahl et al., 1997, Lindy et al., 1997, Tetlow & Woolley, 1998, Konttinen et
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al., 1999a, 1999b) gefunden. Unter physiologischen Bedingungen konnte eine Expression
von Kollagenase 3 bislang nur wahrend der Embryogenese des Knochengewebes in
Osteoblasten und hyperthrophen Chondrozyten (Johansson et al., 1997b, Stahle-Backdahl
et al., 1997) gezeigt werden. In keinem der bisher untersuchten normalen adulten Gewebe,
einschlief3lich der normalen Synovialis (Wernicke et al., 1996, Konttinen et al., 1999b) sowie
gutartiger Tumoren (Freije et al., 1994), war eine Expression von Kollagenase 3

nachweisbar.

Die Analyse der genomischen Sequenz von Kollagenase 3 und ihrer Promoterstruktur
weisen auf eine weitere Besonderheit von Kollagenase 3 im Vergleich zu anderen MMP hin.
Bezuglich der genomischen Lokalisation bildet Kollagenase 3 zusammen mit sieben anderen
MMP, Kollagenase 1 und 2, Stromelysin 1 und 2, Matrilysin 1, Metalloelastase und
Enamelysin, ein Cluster (Pendas et al., 2000). Wie bei den meisten MMP beinhaltet die
Promoter-Sequenz von Kollagenase 3 eine TATA-Box (TATAAA) und ein AP-1 Element
(TGACTCA). Letztere vermittelt die Bindung von Proteinen der Fos- und Jun-Familie
(Samuel et al., 2007). Daruber hinaus verfigt Kollagenase 3 jedoch nur tber ein PEA-3
Motiv (TAGGAAGT), welches die Bindung von Oncoproteinen der Ets-Familie vermittelt, und
drei HRE Elemente (AGGA/TCA). Der geringe GC-Gehalt und der hohe Anteil an CpG/GpC-
Dinukleotiden lassen vermuten, dass Kollagenase 3 kein permanent exprimiertes sondern
eher ein kurzfristig anschaltbares Gen ist (Pendas et al., 1997). In Ubereinstimmung damit
konnte im proximalen MMP-13-Promoter ein negatives Regulationselement mit der
Sequenzfolge AGRE nachgewiesen werden, welches die konstitutive Expression von
Kollagenase 3 supprimiert und bisher in keiner weiteren Promoterregion von MMP-Genen
nachgewiesen werden konnte (Benderdour et al., 2002). Der biologische Sinn einer eher
kurzfristigen Aktivierung von Kollagenase 3 ist in dem hohen katalytischen Potential dieser
Protease zu sehen, das auf eine solche Weise streng kontrolliert wird. Interessanterweise
hat die Promoter-Sequenz von Kollagenase 3 ein OSE-2 Element (CAAACCACA), welches
den Transkriptionsfaktor Cbfa | bindet und Uber die Regulation von Genen, die spezifisch in

Osteoblasten exprimiert werden, die Knochenbildung beeinflusst (Jimenez et al., 1999).

In tierexperimentellen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Expression der konstitutiv
aktiven Kollagenase 3 in transgenen Mausen zu einer exzessiven Spaltung des Kollagen-
Typs Il fuhrt und mit erosiven Knorpelveranderungen verbunden ist (Neuhold et al., 2001).
Der Transkriptionsfaktor p53, der als Tumorsuppressor in synovialen Fibroblasten bei RA
Uberexprimiert ist, unterdriickt die Kollagenase 3 — Transkription (Sun et al., 2000).

Entsprechend ist im Kollagen-induzierten Arthritismodell in p53”- DBA/1 M&ausen sowohl eine
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hohere Kollagenase 3 — Expression als auch eine schwerere Arthritis nachweisbar
(Yamanishi et al., 2002).

Die genannten Besonderheiten charakterisieren Kollagenase 3 als eine MMP, die
moglicherweise fur die Prozesse der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion von
grosser Bedeutung ist. Die Rolle von Kollagenase 3 im Proze3 der Knorpel- und
Knochendestruktion wurde bisher vor allem bei der OA néher untersucht. Bei Patienten mit
OA kommt es zu einer deutlichen Stimulation der Expression von Kollagenase 3 in
Chondrozyten (Reboul et al., 1996; Borden et al., 1996). Dabei konnte eine Kollagenase 3
Expression im osteoarthritischen Knorpel tGiberwiegend in den tieferen Gewebsschichten des
Knorpels nachgewiesen werden (Moldovan et al., 1997; Fernandes et al., 1998, Freemont et
al.,, 1999). Genexpression und Proteinsynthese von Kollagenase 3 sind in primaren
Chondrozyten durch proentziindliche Zellmediatoren, wie TNF-o und II-18, stimulierbar.
Dabei werden unterschiedliche Signaltransduktionswege Uber die Aktivierung von p38,
ERK1/2 und JNK MAP Kinasen bedient (Shlopov et al., 1997 und 1999; Mengshol et al.
2000; Liacini et al., 2003; Ohno et al., 2006; Im et al., 2007; Muddasani et al., 2007).

Weniger untersucht ist die Rolle von Kollagenase 3 im Prozess der progredienten Knorpel-

und Knochendestruktion bei RA. Dies ist Gegenstand der nachfolgend referierten Arbeiten.
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3. Problemstellung

Anliegen der Forschungsarbeiten ist es, einen Beitrag zum besseren Verstandnis der
Pathogenese der RA, insbesondere des Prozesses der progredienten Knorpel- und
Knochendestruktion zu leisten. Trotz neuer und hochwirksamer immunsuppressiver
Therapieformen besteht ein klinisches Hauptproblem bei der Behandlung der RA in einem
nach wie vor unbefriedigenden Therapieerfolg der progredienten Gelenkdestruktion, welche
letztlich zum Funktionsverlust der Gelenke und zu Invaliditat fihren. Entsprechend gross ist
die sozial-6konomische Relevanz dieses Problems. In Deutschland sind etwa 0.5 — 0.8% der
erwachsenen Bevdlkerung (ca. 600 000 Personen) von einer RA betroffen. Drei Viertel der
Patienten haben deutliche bis schwere Funktionseinschrankungen der Gelenke. Mit
regelmafiger Hilfebedurftigkeit ist bei einem Drittel, mit Pflegebedirftigkeit bei einem
Sechstel dieser Patienten zu rechnen.

Die bisher nur unbefriedigenden diagnostischen und therapeutischen Mdglichkeiten bei der
Behandlung der RA basieren auf einer nach wie vor unverstandenen Atiologie und einer
grossen klinischen Heterogenitdt der Erkrankung. Um neue Ansatzpunkte fur die
Behandlung der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA zu finden, wurde in der
vorliegenden Arbeit nach Proteasen gesucht, die im Krankheitsgeschehen der RA bisher
nicht beschrieben wurden. Im Mittelpunkt des Interesses standen dabei MMP, die in der
Lage sind, unterschiedliche Komponenten der extrazellularen Matrix mit hoher Effizienz zu
spalten. Mittels Homologiescreening mit degenerierten Primern gegen Kkonservierte
Genabschnitte der MMP Familie wurde in der Synovialis von RA Patienten nach MMP
gesucht, deren Beteiligung am Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA bisher
nicht bekannt war. Auf diese Weise wurde in der chronisch-entziindliche Synovialis ein cDNA

Fragment mit Sequenzhomologie zu Kollagenase 3 (MMP-13) identifiziert.

Weiterfiihrend wurden folgende Fragestellungen untersucht:
1. Klonierung von Kollagenase 3 aus der Synovialis von Patienten mit RA.

2. Charakterisierung der mRNA Expression von Kollagenase 3 und anderer MMP in der

Synovialis und an der Synovialis-Knorpel-Grenze.

3. Untersuchung der Zelltyp-spezifischen mRNA Expression von Kollagenase 3 in der
Synovialis von RA Patienten mittels in situ Hybridisierung in Kombination mit dem

immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen Antigenen.

4. Untersuchung der Regulation der mRNA Expression von Kollagenase 3 im Vergleich zu

Kollagenase 1 in priméaren synovialen Fibroblasten (SF) - Kulturen von Patienten mit RA.
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5. Analyse des Einflusses einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix auf die Expression von
Kollagenase 3 in SF Kulturen.

6. Untersuchung der mRNA Expression von Kollagenase 3 in Zell-Knorpel-Implantaten nach

Koimplantation von SF mit normalem humanem Knorpel in NOD/SCID-M&use.

7. Analyse der mRNA Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis in einer Kohorte von

RA Patienten in Bezug auf klinische, paraklinische und histopathologische Parameter.

Die eigenen Forschungsergebnisse zu diesen Fragestellungen werden nachfolgend in Form

einer Monographie mit Originalarbeiten vorgestellt und diskutiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Nachweis der Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis bei Rheumatoider Arthritis

Entsprechend der Zielstellung der vorliegenden Arbeit wurde in der Synovialis von Patienten
mit RA nach MMP gesucht, deren Beteiligung am Prozess der Korpel- und
Knochendestruktion bei dieser chronisch-entziindlichen Bindegewebserkrankung bisher nicht
bekannt war. Mittels PCR mit degenerierten Primern gegen konservierte Genabschnitte in
der Propeptid-Region (PRGXPD) und in der katalytischen Doméne (HEXGHXXG) von
Proteasen der MMP Genfamilie wurde ein cDNA Fragment von 418 bp Lange mit Homologie
zu MMP Genen in der Synovialis eines Patienten mit schwerer destruierender RA
identifiziert. Dieses cDNA Fragment mit 86% Homologie zur Kollagenase der Ratte und
Maus wurde verwendet, um nach der von Frohmann et al. (1988) beschriebenen Methode
der RACE (Rapid amplification of cDNA ends) die vollstandige cDNA-Sequenz von
Kollagenase 3 zu klonieren. In der Northern blot-Analyse wurden zwei Transkripte von 2.0
und 2.8 kb Lange in der Synovialis von mehreren Patienten mit RA nachgewiesen, nicht
jedoch bei Patienten ohne chronisch-entziindliche und destruierende Gelenkerkrankungen.
Ausserdem war keine Expression von Kollagenase 3 mRNA in verschiedenen normalen
menschlichen Geweben nachweisbar. Da von MMP bekannt ist, dass ihre Expression streng
reguliert wird und gewebs- bzw. krankheitsspezifisch erfolgt, liessen diese Ergebnisse eine
Beteiligung von Kollagenase 3 in der Pathogenese der Korpel- und Knochendestruktion bei

RA vermuten.

Weiterfiihrend wurde die mRNA Expression von Kollagenase 3 im Vergleich zu zwei anderen
MMP, Kollagenase 1 (MMP-1) und Stromelysin 1 (MMP-3) bei 7 Patienten mit RA
untersucht. Im Unterschied zu Kollagenase 1 und Stromelysin 1, deren mRNA Expression in
der Synovialis bei allen Patienten nachweisbar war, konnte eine Expression von
Kollagenase 3 mRNA nur bei 3 dieser Patienten gezeigt werden. Auffallig war, dass bei
Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression die Expressionshtéhe von Kollagenase 1 und
Stromelysin 1 mRNA geringer war als bei Patienten ohne Kollagenase 3 mRNA Expression.
Diese Ergebnisse sind ein erster Hinweis darauf, dass sich die Regulation der Kollagenase 3
Expression von der Regulation der beiden anderen MMP unterscheidet. Des weiteren lassen
die Untersuchungen zur Sequenzhomologie vermuten, dass die katalytische Aktivitat von
Kollagenase 3 eine andere ist als die von Kollagenase 1 und Kollagenase 2 (MMP-8): Die

Sequenzhomologie von Kollagenase 3 zu diesen beiden humanen Kollagenasen betrégt ca.
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50%, zur Kollagenase der Ratte und Maus hingegen 86%. Interessanterweise ist fur die
Kollagenase der Ratte und Maus eine hohe katalytische Aktivitat gegeniiber unterschiedliche
extrazellulare Komponenten beschrieben worden, insbesondere auch gegeniber Kollagen-
Typ Il, den Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels. Dagegen spalten humane

Kollagenase 1 und 2 vor allem die Kollagen-Typen | bzw. Il mit hoher Effizienz.
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4.2. Nachweis der Expression von Kollagenase 3 mRNA in Fibroblasten-ahnlichen Zellen

und Analyse ihrer Regulation in synovialen Fibroblastenkulturen

Das pathogenetische Substrat der RA ist die chronisch entziindliche und hyperplastische
Synovialmembran, welche durch infiltratives Wachstum das angrenzende Knorpel- und
Knochengewebe zerstort. Dabei kommt es sowohl zu einer Proliferation von Fibroblasten-
ahnlichen Zellen, als auch zur Infiltration der Synovialis mit mononukledren Zellen. Um die
Rolle von Kollagenase 3 in der Pathogenese der RA zu untersuchen, wurde die Expression
von Kollagenase 3 mRNA in der Synovialis mittels in situ Hybridisierung mit dem
immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen Antigenen kombiniert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass eine diffuse Expression von
Kollagenase 3 mRNA sowohl im synovialen lining als auch im sublining nachweisbar ist. Die
Untersuchung von Préparaten der Synovialis-Knorpel-Grenze zeigt eine Expression von
Kollagenase 3 mRNA unmittelbar an den Stellen der Knorpelerosionen. Bei der
Charakterisierung der Zelltyp-spezifischen Expression von Kollagenase 3 ist deren mRNA
fast ausschliesslich in Fibroblasten-ahnlichen Zellen der Synovialis lokalisiert. Nur weniger
als 5% der CD 68 — positiven Makrophagen und vereinzelte Endothelzellen weisen eine
Expression von Kollagenase 3 mRNA auf. CD 45 — positive Leukozyten zeigen keine mRNA
Expression von Kollagenase 3.

Ausgehend von der Erkenntnis, dass Kollagenase 3 fast ausschliesslich in Fibroblasten-
ahnlichen Zellen der Synovialis exprimiert wird, wurden SF Kulturen etabliert, um die
Regulation von Kollagenase 3 im Vergleich zu Kollagenase 1 zu untersuchen. In 4 von 10 SF
Kulturen konnte eine basale Expression von Kollagenase 3 mRNA nachgewiesen werden,
wohingegen alle Zellkulturen eine deutliche basale Expression von Kollagenase 1 mRNA
zeigten. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass in der
Synovialis von RA Patienten Kollagenase 1 mRNA bei allen, Kollagenase 3 mRNA jedoch
nur bei einem Teil der Patienten exprimiert wird (siehe Abschnitt 4.1.).

Die beiden proentziindlichen Zytokine TNF-a und IL-1p stimulieren in SF sowohl die mRNA
Expression von Kollagenase 3 als auch von Kollagenase 1. Im Unterschied dazu wird nur die
Expression von Kollagenase 3 mRNA Uber eine Erhdéhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration und eine Aktivierung des Proteinkinase A Signaltransduktionsweges stimuliert.
Gleichzeitig stimuliert PMA, ein direkter Aktivator von Proteinkinase C, die mMRNA Expression
von Kollagenase 1, nicht jedoch Kollagenase 3 mRNA.

Der stimulierende Effekt der proentziindlichen Zytokine TNF-o bzw. IL-1p auf die mRNA
Expression von Kollagenase 3 dber eine Aktivierung des Proteinkinase A

Signaltransduktionsweges ist spezifisch fiur SF und konnte nicht fir primare
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Hautfibroblastenkulturen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wird die mRNA Expression
von Kollagenase 1 durch TNF-o bzw. IL-1f Uber eine Aktivierung des Proteinkinase C
Signaltransduktionsweges sowohl in SF als auch in Hautfibroblasten stimuliert.

Somit wird bei RA Kollagenase 3 mRNA fast ausschliesslich in Fibroblasten-ahnlichen Zellen
der Synovialis exprimiert. Die Expression von Kollagenase 3 und Kollagenase 1 mRNA ist
durch die beiden proentziindlichen Zytokine TNF-a und IL-1f stimulierbar. Dartiber hinaus ist
eine deutliche Erhéhung der Expression von Kollagenase 3 mRNA Uber eine Aktivierung des
Proteinkinase A Signaltransduktionsweges spezifisch flr die Regulation von Kollagenase 3
in SF.
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4.3. Stimulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten durch Zell-Matrix-

Wechselwirkungen

Die Expression von MMP wird sowohl durch humorale Faktoren, wie Zytokine, als auch tber
Zell-Matrix-Wechselwirkungen, z.B. via Integrin-Rezeptoren, reguliert. Um den Einfluss von
Zell-Matrix-Wechselwirkungen auf die Expression von Kollagenase 3 in SF zu untersuchen,
wurden SF in einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix kultiviert. Die Expression von
Kollagenase 3 wurde auf mRNA- und Proteinebene mittels Northern — bzw. Western Blot -
Analyse untersucht und mit der Expression von Kollagenase 1 verglichen. Eine Kultivierung
von SF in einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix fihrt zu einer deutlichen Stimulation der
Expression von Kollagenase 3 mRNA, die den stimulierenden Effekt der proentziindlichen
Zytokine TNF-a bzw. IL-1p um eine Gréssenordnung Ubersteigt. Im Gegensatz dazu kommt
es zu keiner Stimulation der Kollagenase 3 mRNA Expression, wenn SF auf einer Kollagen-
beschichteten Oberflache kultiviert werden. Im Unterschied zu Kollagenase 3 mRNA wird die
Expression von Kollagenase 1 mRNA durch die Kultivierung von SF in einer
dreidimensionalen Kollagen-Matrix bzw. durch proentzundliche Zytokine (TNF-a oder IL-1[)
in vergleichbarer Weise stimuliert. Die Erhéhung der mRNA Expression von Kollagenase 1
und 3 geht mit einer Erhohung der Proteinsekretion beider Kollagenasen in das
Zellkulturmedium einher, wobei beide Kollagenasen als Zymogene sezerniert werden. Somit
wird in SF die Expression von Kollagenase 3, im Unterschied zu Kollagenase 1, starker
durch den Kontakt mit einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix stimuliert als durch

proentzindliche Zytokine.

Um zu untersuchen, ob die Expression von Kollagenase 3 mRNA in SF durch den Kontakt
mit Knorpelgewebe induzierbar ist, wurden SF von RA Patienten mit gesundem humanem
Knorpel subkutan in immundefiziente NOD/SCID Mause koimplantiert. Nach 60 Tagen
wurden die Zell-Knorpel-Implantate entnommen, histopathologisch begutachtet und mittels in
situ Hybridisierung auf eine Expression von Kollagenase 1 und 3 untersucht. Nach dieser
Inkubationszeit kommt es zu einer deutlichen Infiltration des koimplantierten Knorpels durch
SF, die mit einer hochgradigen Destruktion des Knorpelgewebes einhergeht. Mittels in situ
Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass eine mRNA Expression von Kollagenase 3
sowohl an der Oberflache als auch in den Erosionsstellen des koimplantierten
Knorpelgewebes nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu konnte in den Zell-Knorpel-
Implantaten keine Expression von Kollagenase 1 mRNA beobachtet werden. Dieses
Ergebnis ist Uberraschend, da Kollagenase 1 in allen SF Kulturen eine deutliche basale

Expression aufwies, welche sich dariber hinaus bei Kultivierung der Zellen in einer
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dreidimensionalen Kollagen-Matrix deutlich erhdhte. Somit ist die Expression von
Kollagenase 3 in synovialen Fibroblasten nicht nur durch die Kultivierung dieser Zellen in
einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix stimulierbar, sondern auch tber den Kontakt mit
normalem Knorpelgewebe. Da nach einer Inkubationszeit von 60 Tagen Kollagenase 3
MRNA, nicht jedoch Kollagenase 1 mRNA, in den synovialen Fibroblasten der Zell-Knorpel-
Implantate nachweisbar war, ist zu vermuten, dass in dem hier untersuchten in vivo Modell
der Knorpeldestruktion die Destruktion des Knorpelgewebes massgeblich durch
Kollagenase 3 verursacht wird. Dartiber hinaus beschreibt die Induktion der Expression von
Kollagenase 3 mRNA in synovialen Fibroblasten nach Koimplantation mit Knorpelgewebe in
immundefiziente  NOD/SCID-Mause einen  pathogenetischen  Mechanismus  der
Knorpeldestruktion, der unabhangig vom unmittelbaren Einfluss zellularer bzw. humoraler

Komponenten des Immunsystems zur Gelenkdestruktion bei RA beitragen kann.
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4.4. Vergleichende Untersuchungen der mRNA Expression von Kollagenase 3, MT1-MMP

und Gelatinase A in der Synovialis bei Rheumatoider Arthritis

MMP werden als Zymogene sezerniert und extrazellular durch andere Proteasen,
insbesondere aus den Familien der Serinproteasen und der MMP, aktiviert. Von besonderem
Interesse fur die Herausbildung eines invasiven Phanotyps bei transformierten und malignen
Zellen ist eine Zellmembran-assoziierte Aktivierung von MMP durch membrangebundene
MMP (MT-MMP).

In vitro konnte gezeigt werden, dal3 Prokollagenase 3 durch zwei andere MMP, Membran-
Typ 1 MMP (MT1-MMP, MMP-14) und Gelatinase A (MMP-2), an der Zelloberflache aktiviert
werden kann. Um die potenzielle Relevanz dieser Aktivierungsmechanismen von
Prokollagenase 3 fur die progrediente Knorpel- und Knochendestruktion bei RA zu
analysieren, wurde die Verteilung der mRNA Expression von Kollagenase 3, MT1-MMP und
Gelatinase A in Synovialispraparaten von 36 Patienten mit RA und in 7 Synovialispraparaten
von Patienten ohne chronisch-entztindliche, destruierende Gelenkerkrankungen untersucht.
In 19 von 21 RA Patienten (90%) mit Kollagenase 3 mRNA Expression war eine
Koexpression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in der Synovialis nachweisbar.
Dagegen wiesen nur 2 von 7 Patienten ohne chronisch-entziindliche, destruierende
Gelenkerkrankung eine Koexpression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA auf. Daruber
hinaus wurde Kollagenase 3 mRNA nicht nur zeitgleich mit MT1-MMP und Gelatinase A in
der Synovialis exprimiert, sondern auch in gleicher Lokalisation. So war eine mRNA
Expression von allen drei MMP insbesondere an den Stellen der Knorpelerosionen
nachweisbar.

Zur Analyse der Zelltyp-spezifischen Expression von MT1-MMP und Gelatinase A wurde die
in situ Hybridisierung dieser beiden MMP mit dem immunhistochemischen Nachweis von
Zelltyp-spezifischen Antigenen kombiniert. Unter Verwendung dieser Methode konnte eine
deutliche Expression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in Fibroblasten-ahnlichen
Zellen der Synovialis nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen
wird MT1-MMP und Gelatinase A mRNA durch SF an den Erosionsstellen von Zell-Knorpel-
Implantaten in immundefizienten NOD/SCID Mausen exprimiert. Eine Expression von MT1-
MMP mRNA war darliber hinaus in Endothelzellen und in vereinzelten CD 68 — positiven
Makrophagen nachweisbar, nicht jedoch in CD 45 — positiven Leukocyten. Gelatinase A
MRNA wird ausserdem in wenigen CD 45 — positiven Leukocyten und CD 68 — positiven

Makrophagen exprimiert, nicht jedoch in Endothelzellen.
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Somit wird Kollagenase 3 mRNA zeitgleich mit MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in
Fibroblasten-&hnlichen Zellen der Synovialis und an der Synovialis-Knorpel-Grenze bei RA
exprimiert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Fibroblasten-ahnlichen Zellen durch die
gleichzeitige Expression mehrerer MMP Uber ein hohes proteolytisches Potenzial gegentber
unterschiedliche Komponenten der extrazellularen Matrix verfigen. Zum anderen kann eine
Zellmembran-assoziierte Aktivierung von Kollagenase 3 durch MT1-MMP und Gelatinase A
zur Herausbildung eines invasiven Phanotyps von Fibroblasten-ahnlichen Zellen gegentuber

dem angrenzenden Knorpelgewebe beitragen.
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4.5. Kollagenase 3 — ein potentieller Marker der Rheumatoiden Arthritis

Die RA ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung mit grosser Heterogenitat
beziglich Krankheitsmuster, Ansprechbarkeit auf therapeutische MafRnahmen (internistische
und chirurgische) und Prognose der Erkrankung. Die klinische Heterogenitat ist mit einer
Vielzahl histopathologischer Veranderungen in der Synovialis der betroffenen Gelenke
verbunden. Diese klinische und histopathologische Heterogenitat der Erkrankung, verbunden
mit unzureichenden Kenntnissen (ber Atiologie und relevante pathogenetische
Mechanismen, flhrte bisher zu nicht befriedigenden Behandlungsergebnissen von RA
Patienten, insbesondere beziiglich des Aufhaltens der progedienten Knorpeldestruktion.
Letztere bestimmt massgeblich das klinische Endstadium der Erkrankung, welches durch
den Funktionsverlust der Gelenke bis hin zur Invaliditdt gekennzeichnet ist. Verlassliche
prognostische Marker der Erkrankung, insbesondere bezlglich der Knorpel- und
Knochendestruktion, stehen derzeit nicht zur Verfiigung, sind aber entscheidend fur eine
frihzeitig einsetzende adaquate medikamentbse Therapie und die Rechtfertigung einer

solchen in Anbetracht der zu erwartenden Nebenwirkungen.

Es wurden 36 Patienten mit gesicherter Diagnose einer RA in Ubereinstimmung mit den
Diagnosekriterien des American College of Rheumatology untersucht. Bei den in die
Untersuchungen einbezogenen Patienten war ein rheumachirgurgischer Eingriff zur
Entfernung der entziindlichen und hyperplastischen Synovialis (Synovektomie) in jeweils
einem der Handgelenke erforderlich, um ein Fortschreiten der Gelenkdestruktion aufzuhalten
und um die Beweglichkeit des Gelenkes zu verbessern. Das chirurgisch entfernte Material
wurde sowohl histopathologisch begutachtet als auch zur Praparation von mRNA verwendet.
Die Patienten wurden in der Rheumaklinik Berlin-Buch internistisch betreut und in der

Orthopadischen Klinik des Helios Klinikums Berlin-Buch operiert.

Die mRNA Expression von Kollagenase 3 wurde in den Synovialispraparaten von allen 36
Patienten mittels Northern Blot Analyse untersucht. Dabei wiesen nur 21 der Patienten (58%)
eine MRNA Expression von Kollagenase 3 auf - im Unterschied zu zwei anderen MMP
(Kollagenase 1, Stromelysin 1) welche in den Synovialisprdparaten von allen Patienten

nachweisbar waren.

Paraklinisch hatten Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis
signifikant erhdhte systemische Entziindungsmarker BSG (p<0.05) und CRP (p<0.005),
wohingegen keine Unterschiede zwischen den Patientengruppen bezlglich des
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Differenzialblutbildes und des RF bestanden. Entsprechend der héheren systemischen
Entzindungsaktivitdt bei Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis
wurden diese haufiger mit Prednisolon behandelt. Ausserdem erhielten zum Zeitpunkt der
Synovektomie 15 Patienten (71%) mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis
mindestens 5 mg/ml Prednisolon im Vergleich zu 7 Patienten (47%) ohne Kollagenase 3
MRNA Expression. Die Therapie mit disease modifying drugs (DMARD) wurde bei den
Patienten als Monotherapie durchgefuhrt. DMARD wurden in folgender Reihenfolge -
entsprechend ihrer Wirksamkeit - verordnet bzw. gewechselt: Chloroquin, Sulfasalazin,
Methotrexat, Gold-Natriumthiomalat und Azathioprin. Es zeigte sich, dass Patienten mit
Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis haufiger mit DMARD behandelt wurden.
Darlber hinaus mussten diese 6fter wegen Ineffektivitat gewechselt werden. Somit wurden
Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis aggressiver medikamentds

behandelt und zeigten eine schlechtere Ansprechbarkeit auf medikamentése Therapien.

Der Grad der Knorpel- und Knochendestruktion wurde radiologisch mittels Larsen-Index
bestimmt, indem Rontgenaufnahmen der Hande, Handgelenke und VorfiiRe ausgewertet
wurden. Dabei liess sich kein signifikanter Unterschied im Grad der Knorpel- und
Knochendestruktion zwischen beiden Patientengruppen nachweisen. Es war jedoch auffallig,
dass in der Patientengruppe mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis
5 Patienten (24%) einen Krankheitsverlauf von weniger als 2 Jahren hatten, wogegen in der
Patientengruppe ohne Kollagenase 3 mRNA Expression nur ein Patient (7%) weniger als
2 Jahre an RA erkrankt war. Ausserdem hatten in der Patientengruppe mit Kollagenase 3
MRNA Expression in der Synovialis 6 Patienten (29%) vorangegangene rheumachirurgische
Eingriffe im Gegensatz zu nur 2 Patienten (14%) in der Patientengruppe ohne Kollagenase 3
MRNA Expression. Somit wurden Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der
Synovialis zu einem friheren Zeitpunkt rheumachirurgischen Eingriffen zugefuhrt, was mit
einem schwereren Krankheitsverlauf und/oder mit einer geringeren Ansprechbarkeit auf

medikamentdse Therapien erklarbar ist.

Die histopathologische Begutachtung der Synovialispraparate erfolgte nach der
histologischen Klassifikation der Synovialitis bei RA nach Stiehl (1997). Es zeigte sich, dass
alle Synovialispraparate von Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression ausgepragte
Infiltrationen durch Makrophagen und Lymphozyten aufwiesen. Dariber hinaus zeigten alle
diese Synovialispraparate von Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression weitere
histopathologische Merkmale, die fir einen histologischen Typ |1l der Synovialitis
kennzeichnend sind. Fir diesen histologischen Synovialitis-Typ ist ein invasives und

destruierendes Wachstum der chronisch-entziindlichen Synovialis in angrenzende Knochen-
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und Knorpelstrukturen charakteristisch. Weiterfiihrend konnte in den vorliegenden Arbeiten
gezeicht werden, dass der histopathologische Typ Il der Synovialitis nicht nur mit der
Expression von Kollagenase 3 mRNA korreliert, sondern auch mit dem Gehalt am

Kollagenspaltprodukt Pyridinolin in der Synovialis.

Diese Ergebnisse sind ein Hinweis dafiir, dass Kollagenase 3 im Gegensatz zu anderen
MMP sowohl als klinischer wie auch histopathologischer Marker der RA geeignet sein
konnte. Kollagenase 3 ist dabei vor allem aus zwei Grinden von Interesse: Zum einen
konnte Kollagenase 3 in Anbetracht ihrer spezifischen Regulation empfindlicher als andere
Parameter den schubartigen Krankheitsverlauf der RA widerspiegeln. Zum anderen kénnte
Kollagenase 3, entsprechend ihrer Substratspezifitdt und breiten katalytischen Aktivitat,
besser als andere Proteasen mit dem Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion

korrelieren.
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5. Diskussion

5.1. Kollagenase 3 — biochemische Eigenschaften und Besonderheiten im Expressionsprofil

Das klinische Bild der RA, die Ansprechbarkeit der Patienten auf medikamentdse Therapien,
der Verlauf der Erkrankung sowie die Histopathologie der Synovialitis sind gekennzeichnet
durch eine hohe Heterogenitat (Firestein, 1994; Pincus, 1995; Pincus et al., 1997; Ruschpler
& Stiehl, 2002). Diese Heterogenitdt der RA sowie die lickenhaften Kenntnisse Uber die
Atiologie und die relevanten pathogenetischen Mechanismen der Gelenkdestruktion
erschweren nachhaltig eine addaquate Behandlung der Erkrankung.

Die progrediente Gelenkdestruktion wird massgeblich durch MMP verursacht, einer Familie
von Zink-abhangigen Proteasen, die mit hoher Effizienz die meisten Komponenten der
extrazellularen Matrix spalten (Visse & Nagase, 2003; Overall, 2002). Bei der RA sind
folgende MMP in die Destruktion artikularer Strukturen involviert: (a) Kollagenasen:
Kollagenase 1 (MMP-1) (Gravallese et al., 1991; MacNaul et al., 1990; Wolfe et al., 1993),
Kollagenase 2 (MMP-8) (Hanemaaijer et al., 1997) und Kollagenase 3 (MMP-13) (Wernicke
et al., 1996; Tetlow & Woolley, 1998), (b) Gelatinasen: Gelatinase A (MMP-2) (Hembry et
al., 1995) und Gelatinase B (MMP-9) (Tetlow et al., 1993), (c) Stromelysine: Stromelysin 1
(MMP-3) (Gravallese et al., 1991; Walakovits et al., 1992) und Matrilysin (MMP-7) (Hembry
et al., 1995) und (d) MT1-MMP ( MMP-14) (Ohuchi et al., 1997).

Kollagenase 3 ist fur den Prozess der Knorpel- und Kochendestruktion von besonderem
Interesse: (1) Zum einen spaltet Kollagenase 3 dreifach-helikale Kollagene mit hoher
Effizienz, wobei im Vergleich zu den beiden anderen bekannten Kollagenasen eine deutlich
hohere katalytische Aktivitdt gegenuiber dem Kollagen-Typ Il, dem Hauptkollagenbestandteil
des hyalinen Knorpels, besteht (Knduper et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Billinghurst et al.,
1997). Kollagenase 1 spaltet den Kollagen-Typ Il 10-fach effizienter als den Kollagen-Typ I,
wohingegen Kollagenase 2 den Kollagen-Typ | 7-fach effizienter katalysiert als den Kollagen-
Typ lll. Kollagen-Typ Il wird von Kollagenase 2 nur mit einer Effizienz von 40% ihrer
Kollagen-Typ | — Aktivitat katalysiert und von Kollagenase 1 lediglich mit 0.2% der Kollagen-
Typ Il — Aktivitat (Hasty et al., 1987). Die Aminosauresequenz von Kollagenase 3 weist die
hochste Sequenzhomologie mit 86% zur Ratten- und Mauskollagenase auf, gefolgt von
Kollagenase 2 mit nur 50.2%. Von der Ratten- und Mauskollagenase ist bekannt, das diese
Proteasen alle drei helikalen Kollagen-Typen I, Il und Il mit vergleichbarer Effizienz spalten
(Welgus et al., 1983). Kollagenase 3 hat somit nicht nur in ihrer Primarstruktur eine hohe
Homologie zur Ratten- und Mauskollagenase, sondern auch &ahnliche katalytische
Eigenschaften. Neben einer effektiven Spaltung von Kollagen-Typ Il ist Kollagenase 3 zur
effizienten Spaltung weiterer Kollagen-Typen des hyalinen Knorpels, der Kollagen-Typen IX



Diskussion 96

und X, befahigt (Knauper et al., 1997; Danfelter et al., 2007). Ausserdem spaltet Kollagenase
3 Aggrecan (Fosang et al., 1996), Kollagen-Typ IV, den Hauptkollagenbestandteil der
Basalmembran, und denaturierte Kollagene (Gelatine) (Knauper et al., 1996; Knauper et al.,
1997). Damit ist Kollagenase 3 eine hochpotente extrazellulare Protease mit einer breiten
Substratspezifitat.

(2) Als weitere Besonderheit im Vergleich zu anderen MMP wurde eine Expression von
Kollagenase 3 in adulten menschlichen Geweben bisher nur unter pathologischen
Bedingungen nachgewiesen: in malignen Tumoren (Pendas et al., 2000), wie
Mammakarzinomen (Freije et al., 1994, Heppner et al., 1996, Uria et al., 1997),
Squamosazellkarzinomen (Johansson et al., 1997a, Airola et al., 1997, Cazorla et al., 1998),
Chondrosarkomen (Uria et al., 1998) und malignen Melanomen (Airola et al., 1999), in
chronischen Wunden, wie bei Ulcus cruris (Vaalamo et al., 1997, 1998), bei Arteriosklerose
(Sukhova et al., 1999; Yoon et al., 2002) und in Aortenaneurysmen (Mao et al., 1999). In
artikularen Geweben wurde Kollagenase 3 im Knorpelgewebe bei Osteoarthrithis (Reboul et
al., 1996, Mitchell et al., 1996, Shlopov et al., 1997, Moldovan et al., 1997, Kozaci et al.,
1997) und in der Synovialis bei RA (Wernicke et al., 1996, Stahle-Backdahl et al., 1997,
Lindy et al., 1997, Tetlow & Woolley, 1998, Konttinen et al., 1999a, 1999b) gefunden. Die
vollstandige cDNA von Kollagenase 3 wurde erstmals aus Mammakarzinomgewebe kloniert
(Freije et al. (1994). Die identische cDNA Sequnez von Kollagenase 3 wurde nachfolgend
aus der Synovialis von RA Patienten, wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben (Wernicke
et al.,, 1996), und aus einer Il-1o. stimulierten Organkultur von humanem Knorpelgewebe
(Mitchell et al., 1996) isoliert. Unter physiologischen Bedingungen konnte eine Expression
von Kollagenase 3 bislang nur wahrend der Embryogenese des Knochengewebes
(Johansson et al., 1997b, Stahle-Backdahl et al., 1997) gefunden werden. In keinem der
bisher untersuchten normalen adulten Gewebe, einschliel3lich der normalen Synovialis
(Wernicke et al., 1996, Konttinen et al., 1999b) sowie gutartiger Tumoren (Freije et al., 1994),

war eine Expression von Kollagenase 3 nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit wurde das mRNA Expressionsmuster von Kollagenase 3 in der
Synovialis von RA Patienten im Vergleich zu Kollagenase 1 und Stromelysin 1 untersucht.
Dabei zeigte sich, dass eine mRNA Expression von Kollagenase 3 nur bei 21 von 36 (58%)
Patienten nachweisbar war, wohingegen Kollagenase 1 und Stromelysin 1 mRNA in der
Synovialis von allen Patienten gefunden wurde (Wernicke et al., 1996; Schulze Westhoff et
al., 1999). Diese Beobachtung wurde durch Tetlow & Woolley (1998) bestétigt, die
immunhistochemisch eine Kollagenase 3 Produktion in nur 7 von 28 Synovialpraparaten
nachweisen konnten. Dagegen haben sowohl Lindy et al. (1997) als auch Konttinen et al.

(1999a) immunhistochemisch eine Kollagenase 3 Produktion in allen untersuchten
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Synovialpréparaten gezeigt. Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Stahle-
Backdahl et al. (1997), die in der Synovialis bei RA nur im ektopischen Knorpelgewebe eine
Kollagenase 3 mRNA Expression nachweisen konnten. Griinde fir diese Unterschiede im
Expressionsprofil konnten die eher geringen Fallzahl bzw. die Heterogenitat der Erkrankung
sein.

Die gleichzeitige Expression von Kollagenase 3, Kollagenase 1 und Stromelysin 1 in der
Synovialis bei RA, aber auch im Knorpelgewebe bei OA (Mitchell et al., 1996; Borden et al.,
1996), stellt eine Besonderheit dar, da eine gleichzeitige Expression von mehreren MMP in
einem Gewebe eher selten beschrieben wurde. Eine solche Beobachtung wurde nur bei
einigen malignen Erkrankungen gemacht (Pajouh et al., 1991; Kossakowska et al., 1993).
Durch die zeitgleiche Expression mehrerer MMP erhdht sich das extrazellulare proteolytische
Potential erheblich: Zum einen wird durch die hohe Substratspezifitat individueller MMP
gegeniiber einzelnen Komponenten der extrazellularen Matrix eine hohe Kkatalytische
Effizienz erreicht. Zum anderen sind MMP in der Lage, sich durch limitierte Proteolyse unter
Abspaltung eines Propeptides gegenseitig zu aktivieren, wie fir die Aktivierung von
Prokollagnase 1 und Prokollagenase 3 durch Stromelysin 1 gezeigt (Knduper et al., 1997;
Suzuki et al.,, 1990). Im Ergebnis dessen weist die Synovialis bei RA ein ausgesprochen
hohes proteolytisches Potential gegentber angrenzende Knorpel- und Knochenstrukturen

auf.

5.2. Regulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten

Wie bereits diskutiert, konnte eine Expression von Kollagenase 3 mRNA in der Synovialis
nur bei einem Teil der RA Patienten nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang
konnte auch gezeigt werden, dass bei zeitgleicher Expression von Kollagenase 1 und 3 die
Expressionshéhe von Kollagenase 1 mRNA niedriger ist als in denjenigen Fallen, in denen
Kollagenase 1 nicht mit Kollagenase 3 koexprimiert wird (Wernicke et al., 1996). Das ist ein
erster Hinweis darauf, dass in der Synovialis bei RA die Genexpression von Kollagenase 1
und 3 unterschiedlich reguliert wird. Um diese Besonderheiten in der Genregulation von
Kollagenase 3 ndher zu analysieren, wurde mit der Identifizierung derjenigen Zelltypen
begonnen, die Kollagenase 3 in der Synovialis exprimieren. Da Kollagenase 3 extrazellular
sezerniert wird, wurde der Nachweis von Kollagenase 3 mRNA mittels in situ Hybridisierung
mit dem immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen Antigenen kombiniert
(Kriegsmann et al., 1994). So konnte unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers
(mAB) D7-Fib gezeigt werden, dass Kollagenase 3 mRNA in Fibroblasten-ahnlichen Zellen
der Synovialis exprimiert wird (Petrow et al., 2002). Die Untersuchungsergebnisse zeigen
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weiter, dass Kollagenase 3 mRNA nur in einigen wenigen CD68-positiven Makrophagen
nachweisbar ist, nicht jedoch in CD45-positiven Leukozyten und in Endothelzellen (Schulze
Westhoff et al., 1999; Petrow et al., 2002). Somit wird Kollagenase 3 fast ausschliesslich in
Fibroblasten-ahnlichen Zellen der Synovialis exprimiert. Dabei ist die Expression eher diffus
Uber die gesamte Synovialis verteilt und nicht vorrangig im Bereich der Deckzellen lokalisiert,
wie fur Kollagenase 1 gezeigt (Petrow et al., 2002). Diese Ergebnisse wurden durch die
Untersuchungen von Lindy et al. (1998) und Konttinen et al. (1999a) bestatigt. Lindy et al.
(1998) haben auf Proteinebene, Konttinen et al. (1999a) auf Protein- und mRNA-Ebene
gezeigt, dass Kollagenase 3 sowohl in Fibroblasten-ahnlichen Zellen, als auch in
Markophagen und Endothelzellen exprimiert wird. Letztere Ergebnisse sind kritisch zu
bewerten, da der immunhistochemische Nachweis von Kollagenase 3 als extrazellular
sezernierte Protease nur bedingte Rickschlisse auf die Zelltyp-spezifische Sekretion

erlaubt.

Ausgehend von einer Expression von Kollagenase 3 vor allem in Fibroblasten-ahnlichen
Zellen der Synovialis wurde die Genregulation von Kollagenase 3 im Vergleich zu
Kollagenase 1 in primdren SF Kulturen untersucht. Dazu wurden SF Kulturen aus der
Synovialflissigkeit von Patienten mit RA etabliert (Schulze Westhoff et al., 1999). Eine
basale Expression von Kollagenase 3 mRNA konnte dabei in 4 von 10 SF Kulturen
nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu wiesen alle SF Kulturen eine basale Expression
von Kollagenase 1 mRNA auf. Im Unterschied zu Kollagenase 1 (DiBattista et al., 1994;
Case et al., 1990) konnte die mRNA Expression von Kollagenase 3 Uber eine Erhdhung der
intrazellularen  cAMP  Konzentration via  Aktivierung des  Proteinkinase A
Signaltransduktionsweges stimuliert werden. Phorbolester, starke Stimulatoren der
Genexpression von Kollagenase 1 Uuber eine Aktivierung des Proteinkinase C
Signaltransduktionsweges, haben keinen Einfluss auf die mRNA Expression von
Kollagenase 3 in SF (Schulze Westhoff et al., 1999) und in Chondrozyten (Borden et al.,
1996), induzieren die Kollagenase 3 Expression aber in transformierten Zelllinien, wie der
synovialen Sarkomzelllinie SW 982 (Schulze Westhoff et al., 1999), der
Chondrosarkomzelllinie SW 1353 (Cowell et al., 1998) und in immortalisierten embryonalen
Fibroblasten KMS-6 (Uria et al., 1997). Somit bestehen prinzipielle Unterschiede in der
Regulation der Genexpression von Kollagenase 3 und 1 in SF, wie in Kenntnis einer
unterschiedlichen Promoterstruktur beider Gene zu erwarten ist (Pendas et al., 1997; Tardif
et al, 1997). Weiterfihrende Untersuchungen sind erforderlich, um die Signal-
transduktionswege von Kollagenase 3 in SF zu analysieren. Aus bisherigen Untersuchungen

an Chondrozyten ist bekannt, dass unterschiedliche MAP Kinasen die Expression von
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Kollagenase 3 regulieren (Shlopov et al., 1997 und 1999; Mengshol et al. 2000; Liacini et al.,
2003; Ohno et al., 2006; Im et al., 2007; Muddasani et al., 2007).

5.3. Regulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten durch Zell-Matrix-

Wechselwirkungen

Die unterschiedliche Regulation der Genexpression von Kollagenase 1 und 3 in SF Kulturen
lasst auf eine unterschiedliche Beteiligung beider Kollagenasen im Prozess der Knorpel- und
Knochendestruktion bei RA schliessen. Um diese Fragestellung weiterfihrend zu
untersuchen, wurde der Einfluss einer dreidimensionalen Kollagenmatrix auf die Expression
von Kollagenase 3 analysiert. Von primaren Hautfibroblastenkulturen ist bekannt, dass eine
Stimulation der Expression von Kollagenase 3 durch den Kontakt mit einer drei-
dimensionalen Kollagenmatrix erfolgen kann, nicht jedoch durch zweidimensionales
Wachstum auf einer Kollagen-beschichteten Oberflache (Vaalamo et al., 1997).
Entsprechend wurden die SF Kulturen in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix kultiviert.
Die Kultivierung von SF in einer solchen Kollagenmatrix flhrte zu einer deutlichen Erhéhung
der Expression von Kollagenase 3 mRNA, die den stimulierenden Effekt der
proentzindlichen Zytokine TNF-o bzw. IL-13 um eine Grdssenordnung Uubertraf. Im
Gegensatz dazu kommt es zu keiner Veranderung der Kollagenase 3 mRNA Expression,
wenn SF auf einer Kollagen-beschichteten Oberflache kultiviert werden. Im Unterschied zu
Kollagenase 3 wird die Expression von Kollagenase 1 mRNA durch die Kultivierung von SF
in einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix bzw. durch TNF-a oder IL-1p in vergleichbarer
Weise stimuliert (Wernicke et al., 2002). Die Veréanderungen in der Expression von
Kollagnase 1 und 3 mRNA in SF korrelieren mit der Hohe von Kollagenase 1 - und
Kollagenase 3 - Antigen im Kulturiberstand, wobei beide Kollagenasen als nicht-aktive
Proenzyme im Zellkulturmedium nachweisbar waren. Dieses Ergebniss entspricht der
Beobachtung, dass MMP vordergrindig auf Transkriptionsebene reguliert sind (Visse &
Nagase, 2003). Die durchgefuhrten zellbiologischen Experimente zeigen somit, dass in SF
Kollagenase 1 und 3 unterschiedlich reguliert werden, wobei Kollagenase 3 insbesondere
Uber Zell-Matrix-Interaktionen stimuliert wird.

Es war Gegenstand weiterer Untersuchungen, die relevanten Signaltransduktionswege fur
Zell-Matrix-Wechselwirkungen naher zu analysieren. Bezuglich einer Integrin-vermittelten
Regulation von Kollagenasen konnte gezeigt werden, dass af; und a.f, Integrine essentiell
fur die Kollagen-abhéngige Stimulation der mRNA Expression von Kollagenase 3 in
Hautfibroblasten sind (Ravanti et al., 1999). Das lasst vermuten, dass Kollagen-Rezeptoren

vom Integrin-Typ, wie a1, a2B1, ai0p1 Und a1y, in die Kollagen-abhéngige Stimulation der
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MRNA Expression von Kollagenase 3 in SF involviert sind (Langholz et al., 1995; Riikonen et
al., 1995; Lehnert et al., 1999; Camper et al., 1998). In diesem Zusammenhang wurde in der
vorliegenden Arbeit die Rolle der Integrin-Bindungsmotive RGD und LDV fir die Regulation
der Expression von Kollagenase 3 in SF untersucht (Wernicke et al., 2002). Es ist bekannt,
dass diese Sequenzmotive in unterschiedlichen Molekilen der extrazellularen Matrix, wie
Fibronectin, Vitronectin und Kollagenspaltprodukten, die Bindung an Integrine vermitteln
(lvaska & Heino, 2000; Zeller et al., 1998; Tselepis et al., 1997). SF von Patienten mit RA
binden an Fibronectin Uber die Integrine o, und osP; was mit einer gleichzeitigen
Erniedrigung der Expression von Kollagenase 1 verbunden ist (Sarkissian & Lafyatis, 1999).
In SF kooperieren die Signalmotive RGD und LDV im Fibronectin bei der Regulation von
Kollagenase 1, Stromelysin 1 und Gelatinase B uber die entsprechenden Integrine asf; bzw.
osPs (Huhtala et al.,1995). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Peptide RGD bzw. LDV keinen Einflu auf die Stimulation der Expression von Kollagenase 3
durch eine dreidimensionale Kollagen-Matrix haben. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daf}
Intergine, welche das RGD- bzw. LDV-Motiv erkennen, nicht an der Kollagen-abhangigen
Regulation der Expression von Kollagenase 3 in SF bei RA beteiligt sind.

Die obigen Beobachtungen unterstitzen das Konzept einer stufenweisen Integrin-
vermittelten Spaltung des Kollagens — ein Konzept, welches auch flr den Prozess der
Knorpel- und Knochendestruktion bei RA relevant sein kénnte (lvaska & Heino, 2000). In
einem ersten Schritt wird Uber die Bindung von nativen Kollagenen an Kollagenrezeptoren
vom Integrin-Typ die Produktion von Kollagenasen in der Zelle induziert, die zu einer
Spaltung der dreifach-helikalen Kollagene fiihrt. In einem zweitem Schritt induzieren die so
entstandenen Kollagenspaltprodukte Gber die Prasentation des RGD-Motivs die Stimulation
der Expression u.a. von Gelatinasen und vermitteln damit die endguiltige Spaltung der
Kollagene. Es muss Gegenstand weiterfihrender Arbeiten sein, die Bedeutung dieser
Mechanismen der Kollagenspaltung fur die Pathogenese der Knorpel- und

Knochendestruktion bei RA zu prifen.

In Kenntnis der grossen Relevanz von Zell-Matrix-Wechselwirkungen fir die Regulation der
Expression von Kollagenase 3 in SF wurde der Einfluss der extrazellularen Matrix des
nativen Knorpels auf die Expression von Kollagenase 3 in SF untersucht und mit der
Expression von Kollagenase 1 verglichen. Untersuchungen mittels in situ Hybridisierung von
Kollagenase 3 mRNA an der Synovialis-Knorpel-Grenzschicht von RA Patienten haben
gezeigt, dass Kollgenase 3 mRNA unmittlelbar an den Stellen der Knorpelerosionen
exprimiert wird, weniger jedoch in den nicht unmittelbar an den Knorpel angrenzenden
Synovialisabschnitten (Schulze Westhoff et al., 1999; Petrow et al.,, 2002). Diese

Beobachtung wurde durch Konttinen et al. (1999a) mittels immunhistochemischer
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Untersuchungen bestétigt. Somit scheint natives Knorpelgewebe Einfluss auf die Expression
von Kollagenase 3 in SF zu haben.

Experimentell lassen sich die Prozesse an der Synovialis-Knorpel-Grenzschicht in einem in
vivo Modell der Knorpeldestruktion untersuchen, indem Synovialisgewebe bzw. SF in
direktem Kontakt mit nativem humanem Knorpelgewebe subkutan bzw. unter die
Nierenkapsel in immundefiziente NOD/SCID Mause koimplantiert werden (Geiler et al., 1994;
Muller-Ladner et al., 1996). Entsprechend flhrte die subkutane Koimplantation von SF mit
normalem Knorpel in NOD/SCID Mause zu einem invasiven Wachstum der SF in das
angrenzende Knorpelgewebe, verbunden mit einer deutlichen Stimulation der mRNA
Expression von Kollagenase 3 in SF unmittelbar an den Erosionsstellen der Zell-Knorpel-
Implantate (Wernicke et al., 2002). Da NOD/SCID Mause Uber keine immunkompetenten
Zellen und damit Uber keine proentzindlichen Zytokine verfligen, kann dieser stimulierende
Effekt auf die Kollagenase 3  Expression nicht auf  Zytokin-vermittelte
Signaltransduktionswege zuriickgefiihrt werden. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen
ist die Expression von Kollagenase 3 in SF sowohl in der Monolayerkultur als auch bei
Kultivierung in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix nur schwach durch die
proentziindlichen Zytokine TNF-a. und IL-1p stimulierbar (Schulze Westhoff et al., 1999;
Wernicke et al., 2002).

Weiterfuhrend wurde der Einfluss des normalen Knorpelgewebes auf die Expression von
Kollagenase 1 und 3 miteinander verglichen. Interessanterweise konnte 60 Tage nach
Implantation der Zell-Knorpel-Implantate in den NOD/SCID Méausen keine mRNA Expression
von Kollagenase 1 in den SF nachgewiesen werden, obwohl alle verwendeten SF Kulturen
eine deutliche basale Expression dieser MMP aufwiesen. Somit zeigen SF bei RA nicht nur
eine unterschiedliche Regulation von Kollagenase 3 und 1 mRNA in der Zellkultur, sondern
auch, wenn SF in engem Kontakt mit nativem Knorpel kultiviert werden. Da NOD/SCID
Mause Uber keine immunkompetenten Zellen und damit Uber keine proentzindlichen
Zytokine verfligen, scheint die Stimulation der Expression von Kollagenase 1 im Unterschied
zu Kollagenase 3 an eine permanente Aktivierung der SF durch proentzindliche
Zellmediatoren und/oder die Wechslwirkung mit immunkompetenten Zellen gebunden zu
sein. Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass TNF-o und IL-13 einen starken
stimulierenden Effekt auf die Kollagenase 1 Expression haben, insbesondere auch in
chronisch-entziindlichen artikularen Geweben (Schulze Westhoff et al., 1999; Wernicke et
al., 1996; Konttinen et al., 1999a; McCachren, 1991).

Im Unterschied zu Kollagenase 1, konnte 60 Tage nach Implantation der Zell-Knorpel-
Implantate in NOD/SCID Mause eine deutliche Expression von Kollagenase 3 mRNA in den
das Knorpelgewebe infiltrierenden SF nachgewiesen werden. Vermutlich hat Kollagenase 3

einen erheblichen Anteil am Prozess der Knorpeldestruktion in diesen Zell-Knorpel-
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Implantaten. Interessanterweise weist Kollagenase 3 eine Besonderheit in der Regulation
der Transkription auf: In der 3’ nicht-translatierten Region des Kollagenase 3 - Gens sind
mehrere Stop-Codons vorhanden, infolgedessen mehrere Kollagenase 3 Transkripte
synthetisiert werden (Freije et al., 1994; Wernicke et al., 1996; Reboul et al., 1996). Neben
zwei hauptséachlichen Transkripten von 2,5 und 3,0 kb Lange ist ein drittes Transkript von
2,0/2,2 kb Lange nachweisbar. Transkripte weiterer Langen werden infolge alternativen
splicings und durch Deletionen gebildet (Tardif et al., 2003). Interessanterweise
unterscheiden sich die durch alternatives splicing bzw. Deletionen entstandenen Transkripte
ausschliesslich in ihrer Hemopexin-ahnlichen Doméane. Diese Domane ist fur die Spaltung
der dreifach-helikalen Kollagene notwendig und hat vermutlich keine Bedeutung fir die
Spaltung anderer Komponenten der extrazellularen Matrix. (Knduper et al., 1997).
Moglicherweise flhrt die Synthese unterschiedlicher Kollagenase 3 — Transkripte zu
alternativen Proteinen mit unterschiedlicher Substratspezifitdt. Darliber hinaus ist eine lange
3’ nicht-translatierte Region mit mehreren Stop-Codons eine Besonderheit in der Regulation
von Genen, wie sie in transformierten und malignen Zellen gefunden wird. In diesem
Zusammenhang ist bemerkenswert, dass die Expression von Kollagenase 3 in adulten
menschlichen Geweben bisher nur unter pathologischen Bedingungen nachweisbar war - bei
malignen Prozessen und chronisch-entziindlichen Veranderungen (Cazorla et al., 1998; Uria
et al., 1998; Airola et al., 1999; Vaalamo et al., 1998; Sukhova et al., 1999; Mao et al., 1999;
Elnemr et al., 2003; Hattori et al., 2003; Hernandez et al., 2007). Berlcksichtigt man die
breite Substratspezifitat von Kollagenase 3, so ist zu vermuten, dass Kollagenase 3 eher von
Zellen exprimiert wird, welche einen gewissen Grad an unkontrollierter Proliferation bzw.
Transformiertheit aufweisen, wie es auch bei den invasiv wachsenden Fibroblasten-
ahnlichen Zellen der Synovialis bei RA der Fall zu sein scheint. Weiterflhrende

Untersuchungen werden diesbeziglich Aufschluss geben.

5.4. Zeitgleiche Expression von Kollagenase 3, MT-1 MMP und Gelatinase A an der

Synovialis-Knorpel-Grenze

MMP werden als Zymogene sezerniert und extrazellular durch andere Proteasen
(Serinproteasen, MMP) aktiviert. Von besonderem Interesse fir die Herausbildung eines
invasiven Phanotyps bei transformierten und malignen Zellen ist eine Zellmembran-
assoziierte Aktivierung von MMP durch membrangebundene MMP. In vitro konnte gezeigt
werden, dass Prokollagenase 3 direkt durch MT1-MMP oder indirekt Uber Gelatinase A an
der Zelloberflache aktivert werden kann (Stronglin et al., 1995, Will et al., 1996). Um die

potenzielle Relevanz dieser Aktivierungsmechanismen von Prokollagenase 3 fur die
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progrediente Knorpel- und Knochendestruktion bei RA zu analysieren, wurde die Verteilung
der mRNA Expression von Kollagenase 3, MT1-MMP und Gelatinase A in
Synovialispraparaten von 36 Patienten mit RA und in 7 Synovialispraparaten von Patienten
ohne chronisch-entziindliche und destruierende Gelenkerkrankungen untersucht. In 19 von
21 Synovialispraparaten (90%) von RA Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression war
gleichzeitig eine Koexpression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA nachweisbar.
Ausserdem konnte gezeigt werden, dass die mRNA von Kollagenase 3 nicht nur zeitgleich
mit MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in der Synovialis exprimiert wird. Mittels in situ
Hybridisierung wurde nachgewiesen, dass eine Expression von allen drei MMP
insbesondere an den Stellen der Knorpelerosionen erfolgt, wobei nicht nur Kollagenase 3,
sondern auch MT1-MMP und Gelatinase A Uberwiegend durch Fibroblasten-ahnliche Zellen
exprimiert werden (Petrow et al.,, 2002). Diese Untersuchungsergebnisse an humanen
Praparaten der Synovialis-Knorpel-Grenze konnten an Zell-Knorpel-Implantaten in
NOD/SCID Maéausen bestatigt werden (Wernicke et al.,, 2002). Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass bei RA Fibroblasten-dhnliche Zellen durch die gleichzeitige Expression
mehrerer MMP (ber ein hohes proteolytisches Potenzial gegeniiber unterschiedliche
Komponenten der extrazellularen Matrix verfligen. Zum anderen kann eine Zellmembran-
assoziierte Aktivierung von Kollagenase 3 durch MT1-MMP und Gelatinase A zur
Herausbildung eines invasiven Phanotyps von Fibroblasten-&hnlichen Zellen gegeniiber dem

angrenzenden Knorpelgewebe beitragen (Knéuper et al., 1997).

5.5. Kollagenase 3 — ein potentieller klinischer und histopathologischer Marker der

Rheumatoiden Arthritis

Kollagenase 3 mRNA ist in der hier untersuchten Kohorte von 36 Patienten mit RA nur bei 21
Patienten in der Synovialis nachweisbar war. Hierin unterscheidet sich Kollagenase 3 von
anderen MMP wie Kollagenase 1 und Stromelysin 1, die bei allen RA Patienten sowohl in der
Synovialis als auch in der Synovialflissigkeit und im Serum nachgewiesen wurden
(Gravallese et al., 1991; Wernicke et al., 1996; Tetlow & Woolley, 1998). Mit dieser
Besonderheit stellt Kollagenase 3 einen potentiellen Marker der RA, insbesondere des
Prozesses der Knorpel- und Knochendestruktion, dar.

Bisher etablierte Marker der Erkrankung spiegeln das komplexe Geschehen von chronischer
Entziindung und progredienter Gelenkdestruktion nur unvollstandig wider. Als paraklinische
Parameter dienen CRP und BSG vordergrindig der Beurteilung der systemischen

entziindlichen Aktivitadt. Der Nachweis von RF der IgM- und IgA-Immunglobulin-Klassen
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haben insbesondere bei zeitgleichem Auftreten eine hohe Spezifitdt bei der
Frihmanifestation der RA, wobei der Nachweis von RF-Ablagerungen in der Synovialis
Immunkomplex-vermittelte pathogenetische Prozesse sehr wahrscheinlich macht (Feist et
al., 2007). Der Nachweis von Antikdrpern gegen zyklische citrullinierte Peptide (CCP) haben
zu einer deutlichen Verbesserung der Sensitivitat und Spezifitat insbesondere bei der
Frihdiagnostik der RA beigetragen. Eine pathogenetische Bedeutung ist fur die Anti-CCP-
Antikorper bisher jedoch nicht bewiesen worden. Ausserdem konnte bisher keine Korrelation
zwischen Anti-CCP-Antikorper-Titer und Krankheitsaktivitdt der RA nachgewiesen werden,
was diesen Antikdrper nicht als Verlaufparameter der RA favorisiert (Feist ei al., 2007).
Vielversprechend sind dagegen Untersuchungen Uber citrulliniertes Vimentin (Vossenaar et
al.,, 2004) und mutiertes citrulliniertes Vimentin (MCV) (Bang et al.,, 2007), die
maoglicherweise in ihrer Titerh6he mit der Krankheitsaktivitat bei RA korrelieren. Anti-RA33-
Antikdrper gelten als ein aussagefahiger serologischer Marker mit hoher diagnostischer
Spezifitdt bei seronegativer RA, jedoch ohne nachweislichen Bezug zum Prozess der
Knorpel- und Knochendestruktion (Nell et al., 2005). Offen ist, ob die Serumkonzentration
von E-selectin mit der Schwere der RA korreliert und Bedeutung fir die Knorpel- und
Knochendestruktion besitzt (Egerer et al., 2003). Dagegen scheint der friihzeitige Nachweis
vom IgA-RF (Lindgvist et al., 2005) und von citrulliniertem Fibrin und Fillagrin eine pradiktive
Bedeutung fir die radiologische Progression bei RA zu haben (Feist et al., 2007).

Auf der Suche nach Markern fur die Knorpel- und Knochendestruktion kommen, wie soeben
diskutiert, nicht nur Proteine in Frage, die mit der Aktivierung des Immunsystems in
Zusammenhang stehen. Es stellen sowohl Spaltprodukte der extrazellularen Matrix als auch
Proteasen potentielle Marker des Prozesses der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA
dar. Klinische Marker fur frihzeitige destruierende Knorpel- und Knochenverdnderungen
sollten bereits nachweisbar sein, wenn réntgenologisch oder mittels anderer bildgebender
Verfahren noch keine Knorpel- und Knochenverénderungen sichtbar sind. Es ist deshalb zu
hinterfragen, ob Marker des Knochenmetabolismus, wie osteocalcin, bone sialoprotein oder
Telopeptide des Kollagens als friihzeitige Marker destruierender Prozesse bei RA geeignet
sein koénnen (Garnero et al., 1999; Wollheim, 1999 & 2000). Anders verhdlt es sich
maoglicherweise mit Markern des Knorpelmetabolismus, wie Aggrecan-Spaltprodukte (Frisbie
et al., 1999; Fosang et al., 2003), Chondrocalcin (Nelson et al., 1998), Cartilage oligomeric
matrix protein (COMP) (Mansson et al., 1997; Lindqvist et al.,, 1997; Joosten et al., 1999;
Skoumal et al., 2003; Christgau & Cloos, 2004), bzw. Pyridinolin (Kaufmann et al., 2003).
Von den genannten Spalt- bzw. Syntheseprodukten der extrazellularen Matrix stellen COMP
einen vielversprechenden Marker dar, der sich sowohl in der Synovialflissigkeit als auch im

Serum nachweisen lassen (den Broeder et al., 2002).
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Untersuchungen Uber Proteasen haben gezeigt, dass die Serumspiegel der beiden MMP
Kollagenase 1 (MMP-1) und Stromelysin 1 (MMP-3) einen erosiven Verlauf bei RA
vorhersagen (Green et al., 2003; Cunnane et al., 2001). Dabei korreliert der Serumspiegel
von Stromelysin 1 gut mit der Hohe des CRP-Wertes (Keyszer et al., 1999; So et al., 1999)
und kann als Verlaufsparameter einer TNF-a. - Blocker - Therapie dienen (Christgau & Cloos,
2004). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein gestortes Verhaltnis von MMP und
deren Inhibitoren ursachlich im Zusammenhang mit der Knorpel- und Knochendestruktion bei
RA stehen kbénnte (Keyszer et al., 1999).

Bei der Etablierung von Markern der Knorpel- und Knochendestruktion erweist es sich als ein
generelles Problem, dass der Gehalt der Marker in der Synovialis nicht zwangslaufig mit der
Konzentration in der Synovialflissigkeit, im Serum und im Urin korreliert (Wollheim, 2000;
Kaufmann et al., 2003; Prince, 2005; Young-Min et al., 2007). Zum einen ist wenig Uber die
Kinetik der Freisetzung von Spaltprodukten der extrazellularen Matrix aus der Synovialis in
die Synovialflussigkeit bzw. in die Blutzirkulation bekannt. Unbekannt ist auch, wie rasch
Spaltprodukten der extrazellularen Matrix aus der Synovialflissigkeit bzw. aus dem Blut
eliminiert werden. Gleichzeitig kommt es unter den Bedingungen einer chronischen
Entziindung in der Synovialis zu quantitativen und qualitativen Ver&nderungen sowohl im
Abbau, als auch in der Synthese der extrazellularen Matrix, deren Mechanismen im Detalil
unvollstandig untersucht sind. Entsprechend konnte in den vorliegenden Untersuchungen
gezeigt werden, dass der Gehalt des Knorpel-spezifischen Kollagenspaltproduktes
Pyridinolin in der Synovialis zwar mit einem histolpathologischen Typ Il der Synovialitis
korreliert, eine solche Korrelation jedoch nicht bezuglich der Konzentration des Pyridinolins
im Serum, in der Synovialfliissigkeit und im Urin gefunden werden konnte (Wernicke et al.,
2008).

Auf der Suche nach Proteasen als Marker der Knorpel- und Knochendestruktion ist zu
bertcksichtigen, dass die bildgebenden Verfahren des Nachweises von Knochen- bzw.
Knorpeldefekten mdoglicherweise nicht empfindlich genug sind, um den Beitrag einer
einzelnen Protease im komplexen Geschehen der Knorpel- und Knochendestruktion zu
dokumentieren. Unter dem Aspekt einer moglichst friihzeitigen Diagnosestellung und
Prognoseabschétzung der RA stellt sich in diesem Zusammenhang nicht nur die Frage nach
geeigneten paraklinischen Markern der RA, sondern auch nach ,synovialen* Markern. Die in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass der histopathologische
Typ Il der Synovialitis mit der Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis korreliert und
mit einem erhohten Pyridinolingehalt einhergeht (Wernicke et al., 2006 & 2008). ,Synoviale®
Marker der RA konnten insbesondere klinische Studien aussagefahiger gestalten und die

Diagnostik der Fruharthritis sicherer gestalten.
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Es muss Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen sein, die Rolle von Kollagenase 3 in
der Pathogenese der RA zu analysieren und die Bedeutung dieser MMP als Marker fir
Krankheitsverlauf und Prognose der RA zu evaluieren. Dabei kdnnte Kollagenase 3 (a)
entsprechend ihrer breiten katalytischen Aktivitdt mit dem Prozess der Knorpel- und
Knochendestruktion korrelieren, (b) den Grad der Aktivierung bzw. Transformation SF
widerspiegeln und (c) in Anbetracht ihrer spezifischen Regulation empfindlicher als andere

Parameter den schubartigen Verlauf der RA anzeigen.
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6. Zusammenfassung

Gegenstand meiner Forschungsarbeiten war es, einen Beitrag zum besseren Verstandnis
der Pathogenese der RA, insbesondere des Prozesses der progredienten Knorpel und
Knochendestruktion zu leisten, um neue Ansatzpunkte zur effektiveren Diagnostik und
Therapie dieser chronisch-entziindlichen Systemerkrankung zu finden. Vor dem Hintergrund
einer grossen klinischen und histopathologischen Heterogenitat der RA sind die
Behandlungserfolge trotz neuer und hochwirksamer immunsuppressiver Therapieformen
bezilglich des Aufhaltens der progredienten Knorpel und Knochendestruktion nach wie vor
unbefriedigend. Entsprechend besteht das klinische Hauptproblem bei der RA in einem
zunehmenden Funktionsverlust der Gelenke bis hin zur Invaliditat der Patienten. Da in
Mitteleuropa und Nordamerika etwa 0.5 — 0.8 % der erwachsenen Bevolkerung von einer RA
betroffen sind, haben diese medizinischen Probleme gleichzeitig eine grosse sozial-
O0konomische Relevanz.

Die Knorpel- und Knochendestruktion bei RA wird durch unterschiedliche Proteasen
verursacht. Dabei kommt den MMP eine grosse Bedeutung zu, da diese Proteasen
unterschiedliche Komponenten der extrazellularen Matrix mit hoher Effizienz spalten. In der
vorliegenden Arbeit wurde Kollagenase 3 (MMP-13) aus der Synovialis von Patienten mit RA
kloniert. Kollagenase 3 ist fir den Prozess der Knorpeldestruktion von besonderem
Interesse, da diese Kollagenase im Vergleich zu den beiden anderen humanen
Kollagenasen, Kollagenase 1 (MMP-1, interstitielle Kollagenase) und Kollagenase 2 (MMP-8,
neutrophile Kollagenase) eine deutlich hohere katalytische Aktivitit gegeniber dem
Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels, Kollagen Typ Il, aufweist und andere
Komponenten der extrazellularen Matrix ebenfalls mit hoher Effizienz spaltet. Ausserdem ist
Kollagenase 3 fast ausschliesslich unter pathologischen Bedingungen nachweisbar,
insbesondere bei chonisch-entziindlichen und malignen Prozessen des Bindegewebes.

Dementsprechend war es Gegenstand der vorliegenden Arbeit, die Expression von
Kollagenase 3 in der Synovialis zu charakterisieren und ihre Regulation in SF zu
untersuchen. Die Expression von Kollagenase 3 wurde mit der Expression von
Kollagenase 1, der zweiten am Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA
beteiligten Kollagenase, verglichen. Weiterfilhrend wurde in einer Kohorte von RA Patienten
die Expression von Kollagenase 3 mRNA in der Synovialis in Bezug auf Klinische,

paraklinische und histopathologische Parameter analysiert.
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Die Ergebnisse zeigen, dass eine Expression von Kollagenase 3 mRNA sowohl im
synovialen lining, als auch im sublining zu beobachten ist. Bei der Untersuchung von
Praparaten der Synovialis-Knorpel-Grenze ist eine Expression von Kollagenase 3 mRNA
unmittelbar im Bereich der Knorpelerosionen nachweisbar. Die Zelltyp-spezifische
Expression von Kollagenase 3 wurde analysiert, indem die in situ Hybridisierung von
Kollagenase 3 mRNA mit dem immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen
Antigenen kombiniert wurde. Hierbei zeigte sich, dass Kollagenase 3 mMRNA fast
ausschliesslich in Fibroblasten-ahnlichen Zellen exprimiert wird. Somit ist Kollagenase 3 an
der Fibroblasten-vermittelten Knorpeldestruktion bei RA beteiligt.

In SF Kulturen stimulieren die proentziindlichen Zytokine TNF-? und IL-1? sowohl die mRNA

Expression von Kollagenase 3 als auch die von Kollagenase 1. Unterschiede bestehen
zwischen beiden Kollagenasen bezlglich der involvierten Signaltransduktionswege. Die
MRNA Expression von Kollagenase 3 wird tber die intrazellulare cAMP-Konzentration und
eine Aktivierung des Proteinkinase A Signaltransduktionsweges erhoht, wohingegen die
Expression von Kollagenase 1 mRNA Uber eine Aktivierung des Proteinkinase C
Signaltransduktionsweges stimuliert wird. Dartber hinaus hat sich gezeigt, dass der
stimulierende Effekt einer Aktivierung des Proteinkinase A Signaltransduktionsweges auf die
Expression von Kollagenase 3 mRNA spezifisch fur SF ist.

Um den Einfluss von Zell-Matrix-Wechselwirkungen auf die mRNA und Proteinexpression
von Kollagenase 3 in SF zu untersuchen, wurden SF in einer dreidimensionalen Kollagen-
Matrix kultiviert. Eine dreidimensionale Matrix-Struktur erwies sich als essentiell fur die
Stimulation der Kollagenase 3 Expression in SF, da eine Kultivierung dieser Zellen auf
Kollagen-beschichteten Oberflichen nicht mit einer Stimulation der mMRNA- und
Proteinexpression von Kollagenase 3 verbunden war. Eine dreidimensionale Kollagen-Matrix
stimulierte die Kollagenase 1 Expression in SF in vergleichbarer Hohe wie die beiden
proentzindlichen Zytokine TNF-? und IL-1?. Im Gegensatz dazu wurde die Expression von
Kollagenase 3 durch eine dreidimensionalen Kollagen-Matrix um eine Grdssenordnung
starker stimuliert als durch die proentziindlichen Zytokine TNF-? und IL-1?. Somit wird die
Expression von Kollagenase 3 in SF insbesondere Uber Wechselwirkungen mit der

extrazellularen Matrix stimuliert.

Die Expression von Kollagenase 3 in SF ist nicht nur durch die Kultivierung dieser Zellen in
einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix stimulierbar, sondern auch durch den Kontakt mit
normalem Knorpelgewebe. In einem in vivo Modell der Knorpeldestruktion wurden SF von

Patienten mit RA mit normalem humanem Knorpel subkutan in immundefiziente NOD/SCID-
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Mause koimplantiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 Tagen kam es zu einer Infiltration
des Knorpelgewebes durch die SF, die mit einer hochgradigen Destruktion des
Knorpelgewebes einherging. In den ZelFKnorpel-Implantaten war sowohl an der
Knorpeloberflache als auch an den Erosionsstellen des Knorpels die Expression von
Kollagenase 3 mRNA, nicht jedoch die von Kollagenase 1 mRNA, nachweisbar. Somit weist
auch dieses in vivo Modell der Knorpeldestruktion eine unterschiedliche Regulation der
Expression von Kollagenase 3 und Kollagenase 1 in SF nach. Gleichzeitig beschreibt die
Stimulation der Kollagenase 3 Expression tber den Kontakt von SF mit normalem Knorpel in
immundefizienten NOD/SCID-Méausen einen pathogenetischen Mechanismus der
Knorpeldestruktion, der unabh&ngig vom Einfluss zellularer bzw. humoraler Komponenten

des Immunsystems stattfindet.

In den Synovialispraparaten der untersuchten Kohorte von RA Patienten wird Kollagenase 3
MRNA in 90 % der Falle mit Membran-Typ 1 MMP (MMP 14, MT1-MMP) mRNA und
Gelatinase A (MMP 2) mRNA koexprimiert. Dabei ist eine zeitgleiche Expression von
Kollagenase 3, MT1-MMP und Gelatinase A mRNA sowohl in den Fibroblasten-&hnlichen
Zellen der Synovialis, als auch an der Synovialis-Knorpel-Grenze nachweisbar. In SF,
welche in NOD/SCID Méause mit normalem Knorpel koimplantiert wurden, werden die mRNA
von Kollagenase 3, MT1-MMP und Gelatinase A ebenfalls zeitgleich an den Erosionsstellen
des Knorpels exprimiert. Aus in vitro Experimenten ist bekannt, dass Prokollagenase 3 durch
MT1-MMP und Gelatinase A Zellmembran-assoziiert aktiviert werden kann. Somit kann bei
RA eine Zellmembran-assoziierte Aktivierung von Prokollagenase 3 durch MT1-MMP und
Gelatinase A zur Herausbildung eines invasiven Phanotyps von Fibroblasten-&hnlichen
Zellen gegeniber dem angrenzenden Knorpelgewebe beitragen. Gleichzeitig verfigen die
Fibroblasten-ahnlichen Zellen durch die zeitgleiche Expression mehrerer MMP Uber ein
hohes proteolytisches Potential gegeniber unterschiedlichen Komponenten der

extrazellularen Matrix.

Die RA ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung von grosser Heterogenitat, wobei
die Krankheitsaktivitat und der zu erwartende Verlauf der Erkrankung nur unzureichend
beurteilbar sind. Als paraklinische Parameter dienen dazu gegenwartig die systemischen
Entzindungsparameter CRP und die BSG, der RF, die Citrullin-Antikdrper sowie, in
eingeschranktem Mal3e, die Charakterisierung des HLA DR4 - Musters des Patienten. Diese
Parameter spiegeln vor allem die entzindliche Aktivitdit der Patienten wider bzw.
charakterisieren dessen Immunsystem, sind jedoch fur die Bewertung der Aggressivitat des
Prozesses der Knorpel- und Knochendstruktion nur eingeschrénkt verwertbar. Aus diesem

Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit eine mdgliche Korrelation zwischen einer
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Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis und klinischen Parametern in einer
Kohorte von 36 RA Patienten untersucht. 21 der 36 untersuchten Patienten (58%) wiesen
eine mRNA Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis auf. Im Unterschied dazu waren
zwei andere MMP, Kollagenase 1 und Stromelysin 1, in den Synovialispraparaten von allen
Patienten nachweisbar. Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis
hatten erhohte systemische Entziindungsparameter CRP (p<0.005) und BSG (p<0.05),
wurden haufiger und hoher dosiert mit Prednisolon behandelt und erhielten aggressivere
Basistherapien, welche ofters wegen Ineffektivitdit gewechselt werden mussten. Es war
aufféllig, dass in der Patientengruppe mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis
Patienten frihzeitiger bzw. zum wiederholten Male rheumachirurgischen Eingriffen
unterzogen werden mussten. Dies spricht fir einen schwereren Krankheitsverlauf und/oder
eine geringere Ansprechbarkeit auf medikamentdése Therapien bei diesen Patienten.
Histopathologisch korreliert die mRNA Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis mit
einem histopathologischen Typ Il der Synovialitis nach Stiehl (1997), die durch eine invasiv
und knorpeldestruierend proliferierende Synovialis gekennzeichnet ist. Weiterfilhrend konnte
in den vorliegenden Arbeiten gezeigt werden, dass der histopathologische Typ Il der
Synovialitis mit dem Gehalt des Kollagenspaltproduktes Pyridinolin in der Synovialis
korreliert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Kollagenase 3 als Kklinischer bzw.
histopathologischer Marker fir den Verlauf des Prozesses der Knorpeldestruktion bei RA
geeignet sein konnte.
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