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Zusammenfassung

Als Chemokine bezeichnet man chemotaktische Zytokine. CXCL17 ist eines der zuletzt
identifizierten und am wenigsten erforschten Chemokine. Bekannt sind chemotaktische
Eigenschaften auf Monozyten und eine Induktion der Angiogenese. Vielen Chemokinen
wird eine Bedeutung in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis (RA) beigemessen

(z. B. CXCL9, CXCL12, CCL13, CCL18). Zu CXCL17 liegen diesbeziiglich noch keine
Arbeiten vor.

Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zur molekularen Lokalisationsdiagnostik der
mRNA-Expression an Synovialis-Gefrierschnitten zu etablieren. Mithilfe einer in-situ-
Hybridisierung (ISH) in Kombination mit einer Immunfluoreszenzgegenfiarbung sollte der
genaue Expressionsort von CXCL17 in der Synovialis bestimmt werden. Zusétzlich wurde
die Methode zur Detektion von alpha-Actin angewandt. Die Etablierungsarbeit war erfolg-
reich und ergab ein spezifisches Signal ohne signifikanten Hintergrund. Nach der Hybridi-
sierung der Sonde und der Gegenfirbung liel} sich die CXCL17-mRNA eindeutig glatten
GefidBmuskelzellen in der Tunica media der Gefdwand synovialer Arteriolen zuordnen,
wihrend sich keine Kolokalisation von CXCL17 in den anderen Schichten der GefiBwand
zeigte. Kontrollen wie z. B. die Hybridisierung gegen alpha-Actin, dessen Expressions-
muster bekannt ist, bestitigten die Spezifitit der Untersuchung. Die Expression von
CXCL17 in der Media legt eine aktive Beteiligung der Gefil3e bei Entziindungsprozessen
nahe. Moglicherweise ist CXCL17 Teil eines Signalwegs, iiber den GefiBmuskelzellen in
die Angiogenese bei entziindlichen Prozessen eingreifen. Da keine Publikationen zu
CXCL17 in der RA vorliegen und die wenigen vorliegenden Informationen zum Chemokin
teils widerspriichlich sind, muss die Funktion von CXCL17 in der Synovialis in weiteren

Arbeiten untersucht werden.



Summary

Chemokines are chemotactic cytokines. CXCL17 is one of the most recently identified and
least researched chemokines. Known functional properties are chemotaxis of monocytes
and induction of angiogenesis. Many chemokines are considered to be significant in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA), e.g., CXCL9, CXCL12, CCL13, and CCLI18.
No research results on CXCL17 have yet been obtained in this regard, to the best of our

knowledge.

The aim of this study was to establish a method for molecular localization diagnostics of
mRNA expression on frozen synovial sections and to determine the exact expression site
of CXCL17 in the synovium using in situ hybridization (ISH) combined with immunofluo-
rescence counterstaining. This method was also used to detect alpha actin. The method
establishment was successful and resulted in a specific signal without significant back-
ground. After probe hybridization and counterstaining, the CXCL17 mRNA could be
clearly assigned to vascular smooth muscle cells in the tunica media of the vessel wall of
synovial arterioles, whereas there was no colocalization of CXCL17 in the other layers of
the vessel wall. Probes with a known cellular distribution of hybridization in the tissue like
alpha actin provided a control for the specificity of the experiment. The expression of
CXCLI17 in the tunica media suggests an active vascular involvement in inflammatory pro-
cesses. It is possible that CXCL17 is part of a signaling pathway by which vascular muscle
cells interfere with angiogenesis in inflammatory processes. Since there are no publications
on CXCL17 in RA and the findings on this chemokine are scarce and partially contradicto-

ry, the function of CXCL17 in the synovium needs to be investigated in further studies.
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1. Einleitung
1.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

1.1.1 Die gesunde Synovialis

Die innere Begrenzung der Gelenkkapsel wird als Synovialis (syn. Gelenkschleimhaut,
Gelenkinnenhaut, Synovium, Synovialmembran, Membrana synovialis) bezeichnet. Im
gesunden Gelenk ist die Synovialis eine diinne Membran, die nicht die knorpeligen Ge-
lenkfldchen beriihrt und das Gelenk begrenzt. Hieran grenzt nach au3en die Gelenkkapsel,
deren AuBenseite die aus Kollagenfasern bestehende Membrana fibrosa bildet. Nur soge-
nannte ,,echte* Gelenke (Diarthrosen) enthalten einen fliissigkeitsgefiillten Spalt. Die Sy-
novialfliissigkeit (Synovia) erndhrt zum einen den gefiBlosen Gelenkknorpel. Zum anderen
verringert sie die Reibung im Gelenk und ddmpft im Zusammenspiel mit dem Gelenkknor-
pel StoBe ab (1). Die Synovia ist eine klare viskose Fliissigkeit, die im Wesentlichen ein
von der Synovialis abgeschiedenes Dialysat aus dem Blutplasma darstellt, jedoch zusitz-
lich Hyaluronsduren (Schleimsubstanzen) und Lubricin enthélt. Sie diffundiert kontinuier-
lich durch die Synovialmembran. Auf diese Weise werden Wasser und Proteine ersetzt (2).
Die Synovialmembran kleidet die Gelenkhohle aus und besteht aus zwei Schichten (Abb.
1):

1. einer lumenseitigen Deckzellschicht (Intima, lining layer)

2. einer darunterliegenden Subintima

Intima
Knochen ‘)
Synovialis \&fr «*;'b\
(Gelenkschleimhaut) @ U ﬁ\ w >:._. Y
‘ ‘ ( : , Subintima

Gelenkkapsel (.) L
Gelenkknorpel <<_| | — Fee) O-"\

: 2 | &

W [7]1 0 < | ¥ O
g gt o e’

Gelenkhoéhle mit Synovia
(Gelenkflussigkeit)

Knochen

Abb. 1: Aufbau Gelenk und Synovialis

Sa = Typ-A-Synoviozyt, Sb = Typ-B-Synoviozyt, A = Arteriole, V = Venole, L = Lymphgefif3,
F = Fibroblast, M = Makrophage.

Modifiziert nach (3, 4).



Die synoviale Deckzellschicht besteht im gesunden Gelenk aus etwa ein bis drei Zell-
schichten synovialer Deckzellen (Synoviozyten), die sich in Typ-A- und Typ-B-
Synoviozyten unterteilen lassen. Typ-A-Synoviozyten sind Makrophagen, die Zelltriim-
mer, tote Zellen und eingedrungene Mikroorganismen phagozytieren (5). Bei den synovia-
len Deckzellen des Typs B handelt es sich um fibroblastenartige Synoviozyten (Fibroblast-
like synoviocytes, FLS). Diese sind wesentlich an der Instandhaltung und Reparatur der
extrazelluldren Matrix (EZM) beteiligt, um die durch stindige Bewegung und Belastung
der Gelenke auftretenden kleineren Knorpelschiaden zu beheben (6). Der kontinuierliche
Umbau der Matrix resultiert aus einer durch die FLS kontrollierten Balance zwischen ma-
trixabbauenden Enzymen (u. a. Matrixmetalloproteinasen, MMP), deren Inhibitoren (z. B.
TIMP, tissue inhibitors of metalloproteinases) und Matrixkomponenten. Dazu gehdren

z. B. Kollagen, Hyaluronsaure und Lubricin (7, 8).

Zur Innenseite hin geht die Deckzellschicht in die Subintima iiber. Sie grenzt an die Mem-
brana fibrosa der Gelenkkapsel und ist eine relativ zellarme, matrixreiche Struktur mit
Venolen, Arteriolen und Lymphgefiflen, die untereinander Anastomosen ausbilden (9).
Uber sie gelangen Molekiile und Zellen aus der Blutbahn am ehesten in die Deckzell-
schicht und in die Gelenkhohle, was vermutlich von grofler Bedeutung fiir die Erndhrung
des gefdBlosen Knorpels ist. Die Subintima enthilt auBerdem verstreut liegende Fibroblas-
ten, Adipozyten und lockeres Bindegewebe. Im Gegensatz zu Epithelschichten besitzt die
Deckzellschicht keine Basalmembran. Die zwei Schichten der Synovialis sind daher nicht

klar voneinander getrennt (6).

Im gesunden Gelenk liegt ein anti-entziindliches, homdostatisches Milieu vor. Beispielhaft
dafiir sind die relativ hohen Konzentrationen am natiirlichen IL1-Rezeptorantagonisten und
an Osteoprotegerin, einem knochenprotektiven Inhibitor des receptor activator of NF kap-

pa B ligand (RANKL), welcher wiederum fiir die Aktivierung von Osteoklasten und somit

den Knochenabbau zustédndig ist (5).

Zusammenfassend betrachtet sind die wichtigsten Funktionen der gesunden Synovialis die
Aufrechterhaltung der extrazelluldren Matrix, die Gewihrleistung der Gleitfdhigkeit des

Gelenks und die Erndhrung.



1.1.2 GefaBaufbau und vaskuléiire glatte Muskelzellen

GroBere Blutgefdlle bestehen aus drei Schichten (Tunicae, Abb. 2):
e Intima (Tunica intima)
e Media (Tunica media)

® Adventitia (Tunica adventitia)

Tunica intima

Basalmembran
Tunica media

Tunica adventitia

Abb. 2: GefiaBaufbau
Modifiziert nach (10,11)

Die Tunica intima, die als innerste Schicht lumenseitig liegt, besteht aus Endothelzellen,
die an einer Basalmembran haften. Sie ist glatt, nichtthrombogen und dient als Permeabili-
titsbarriere. Uber Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) beeinflusst die Intima aufBer-
dem Gerinnungs- und Entziindungsprozesse und reguliert die Angiogenese sowie den Ge-
faBtonus. Die mittlere Schicht der GefdBwand, die Media, besteht hauptsichlich aus ring-
formig angeordneten glatten Muskelzellen, die in eine extrazelluldre Matrix eingebettet
sind. Die Muskelzellen stellen den Gefdf3tonus her. Die Adventitia besteht aus ldngs ange-
ordneten Fibroblasten und stellt den Ubergang von der GefiBwand zum lockeren perivas-

kulédren Stiitzgewebe dar. Sowohl den glatten Muskelzellen der GefaBwandmedia als auch



den adventitiellen Fibroblasten wird eine Rolle bei entziindlichen Prozessen im Gefif3 bei-

gemessen (12, 13).

Die glatte Muskulatur verdankt ihren Namen der fehlenden Querstreifung bei lichtmikro-
skopischer Betrachtung. Die vaskuldren glatten Muskelzellen (vascular smooth muscle
cells, VSMC) machen den Hauptbestandteil der Tunica media der GefdBwinde aus. Sie
konnen die GefiBle dynamisch weiten oder verengen, indem sie sich als Reaktion auf va-
soaktive Stimuli (z. B. NO) kontrahieren oder relaxieren. Die Grundlage hierfiir bildet ei-
nerseits ihre mechanische Verbindung iiber Desmosomen, andererseits ihre elektrische
Verbindung zu funktionellen Einheiten iiber Gap junctions. Uber diese elektrische Verbin-
dung konnen auch Impulse aus den Endothelzellen in der Tunica intima verarbeitet wer-
den. Mit dieser Eigenschaft regulieren sie den Blutfluss, erhalten den Gefaf3tonus und kon-
trollieren den Blutdruck (14).

VSMC weisen eine Bandbreite an Phinotypen auf. Wihrend der Neubildung von Gefidllen
in der Embryonalentwicklung, der Vaskulogenese, liegen die VSMC in einem entdifferen-
zierten synthetischen Phidnotyp vor. Sie induzieren unter anderem die Differenzierung von
Vorlauferzellen zu Muskelzellen, indem sie verschiedene Botenstoffe wie Wachstumsfak-
toren sezernieren. So tragen sie maB3geblich zur Gefaentwicklung bei (15). In reifen, ge-
sunden Gefillen liegen die VSMC groBtenteils in einem differenzierten kontraktilen Phé-
notyp vor, der wenig sensitiv ist fiir Wachstumsfaktoren zur Migration und Proliferation.
Sie exprimieren eine Reihe kontraktiler Markerproteine wie a-Actin, h1-Calponin und
SM22 a (16, 17). Die Ausrichtung der intrazellulidren Filamente verleiht dem kontraktilen
Zelltyp sein typisches spindelformiges Aussehen. Dieser sogenannte Phénotyp-Switch ist
notwendig, damit die VSMC ihre Hauptfunktion, ndmlich die Vasokonstriktion und -
dilatation, erfiillen konnen. Der Wechsel des Phianotyps ist jedoch nicht als statischer und
endgiiltiger Prozess zu betrachten. Vielmehr sind die Begriffe ,,differenziert” und ,,entdif-
ferenziert bzw. , kontraktil* und ,,synthetisch* als zwei Enden eines breiten Spektrums an
Phinotypen der VSMC zu verstehen. Die VSMC sind nicht ausdifferenziert, sondern kon-
nen ihren Phéanotyp abhéngig von wechselnden Bedingungen dndern. Diese Fihigkeit be-

zeichnet man als phéinotypische Plastizitit.

Unter pathologischen Bedingungen konnen sich VSMC wieder entdifferenzieren, ihren
synthetischen Phéanotyp annehmen und verstidrkt Proteine der extrazelluldren Matrix wie
Kollagen oder MMP sowie Wachstumsfaktoren und Zytokine produzieren (18). Im Gegen-
satz dazu sinkt die Expression der fiir differenzierte VSMC typischen Markerproteine (19).

4



Dies geschieht beispielsweise nach einer Schadigung der Intima, bei der die Endothelzel-
len, adhérierende Thrombozyten und inflammatorische Zellen Mediatoren wie Wachs-
tumsfaktoren freisetzen. Diese leiten den Phinotypwechsel der VSMC ein (20). Infolge-
dessen konnen die glatten GefaBmuskelzellen vermehrt proliferieren und migrieren. Syn-
thetische (entdifferenzierte) VSMC haben generell einen geringeren Anteil an kontraktilen
Proteinen, enthalten jedoch mehr synthetische Organellen wie das endoplasmatische Reti-
kulum und Mitochondrien. Diese sind fiir das epitheloide Aussehen der synthetischen
VSMC verantwortlich (21). Die phinotypische Plastizitiat der VSMC ist nicht nur ent-
scheidend fiir physiologische Umbauvorginge der GefaBwand im Rahmen von Reparatur-
vorgédngen, sondern auch fiir das vaskulédre Altern und altersbedingte Erkrankungen wie

Atherosklerose (22).

Wie alle anderen Zellen unterliegen auch glatte GefiaBmuskelzellen einem Alterungspro-
zess, der zur Seneszenz fithrt. Seneszenz ist definiert als der irreversible Verlust der Zell-
teilungsfiahigkeit. Dabei wird zwischen einer replikativen Seneszenz infolge einer Telo-
merverkiirzung und einer Stress-induzierten vorzeitigen Seneszenz unterschieden. Zur re-
plikativen Seneszenz kommt es nach vielen Zellteilungen. Sie ist ein charakteristisches
Zeichen fiir zelluldres Altern. Die Stress-induzierte Seneszenz wird durch externe Stimuli
wie Oxidantien und Strahlung getriggert, die die intrazelluldre Seneszenzkaskade vorzeitig
auslosen. Vorzeitig seneszente Zellen erkennt man unter anderem daran, dass deren Telo-
mere nicht verkiirzt sind. Die Proliferation von VSMC fiihrt somit langfristig zur Senes-
zenz. Die Phinotypveridnderung, die Seneszenz wie auch der Zelltod von VSMC konnen

Entziindungsreaktionen und die Rekrutierung von Monozyten auslésen (23).

1.1.3 Angiogenese

Die Angiogenese beschreibt die Neubildung von Kapillaren aus bereits bestehenden Gefa-
Ben. Wihrend bei der Vaskulogenese in der Embryonalentwicklung Blutgefid3e aus Vor-
lauferzellen entstehen, wird das Blutgefall bei der Angiogenese aus bereits differenzierten

Endothelzellen gebildet (15).

Angiogene Faktoren, die von verschiedenen Zelltypen in der Synovialis freigesetzt oder
exprimiert werden, aktivieren Endothelzellen. Dann beginnt ein mehrstufiger, stark regu-
lierter Prozess, der das Zusammenspiel zahlreicher Faktoren erfordert (24):

1. Freisetzung von Proteasen aus aktivierten Endothelzellen
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2. Abbau der Basalmembran des bestehenden Gefil3es

3. Endothelzell-Proliferation und -Migration

4. Kapillaraussprossung (capillary sprouting) und Formation eines neuen Gefal3lu-
mens

5. Synthetisierung einer neuen Basalmembran und Rekrutieren von Perizyten

6. Fusion des neuen BlutgefiBes und Umbau der GefiBwand

7. Beginn des Blutflusses

Die aktivierten Endothelzellen produzieren proteolytische Enzyme, die die darunterliegen-
de endotheliale Basalmembran abbauen. Dazu gehoren die MMPs und Plasmin. Plasmin ist
in der Lage, verschiedene Bestandteile der Basalmembran und der EZM wie etwa Fibrin,
Fibronektin, Laminin und Proteoglykane abzubauen. Dariiber hinaus kann Plasmin ver-
schiedene MMPs aktivieren (25). MMPs sind eine Gruppe von mindestens 16 Enzymen,
deren meiste Mitglieder 16sliche sezernierte Enzyme sind. Fiir den Abbau der Basalmemb-

ran sind insbesondere die MMP 9 und MMP 2 von Bedeutung (26).

Der Abbau der EZM verursacht einen lokalen Anstieg von Wachstumsfaktoren und Pep-
tidfragmenten wie z. B. Fibrin. Dies stimuliert die Endothelzellen, die in die zerstérte EZM
einwandern und dort proliferieren. Ein essenzieller GefaBwachstumstaktor ist der Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF). Er wird in verschiedenen Geweben wie z. B. Leber,
Niere, Gehirn und Milz gebildet und liegt in sechs verschiedenen Isoformen vor (27). Der
Verlust auch nur eines VEGF-Allels fithrt zum Embryonaltod, was die vitale Bedeutung
dieses Faktors in der Entwicklung des GefidBsystems demonstriert (28). Die VEGF-
Aktivitat wird iiber den Sauerstoffgehalt im Gefif3 reguliert. Unter hypoxischen Bedingun-
gen fiihrt die Stimulation des Hypoxie-induzierten Faktors 1o (HIF-1a) zur Hochregulie-
rung von VEGF. Dies fiihrt wiederum zu einer Erhohung der Gefd3permeabilitit und sti-
muliert den Abbau der EZM sowie die Proliferation und Migration von Endothelzellen.

Unter Normoxie wird dagegen weniger VEGF exprimiert (27).

Nach der Kapillaraussprossung und der Ausbildung eines Lumens synthetisieren die Endo-
thelzellen eine neue Basalmembran, was die Voraussetzung fiir ein neues intaktes Blutge-
faf} ist. Um die neue Struktur zu stabilisieren, werden glatte Muskelzellen und Perizyten
rekrutiert. Ein weiterer Mechanismus zur Stabilisierung des GefidBes ist die Interaktion des
Wachstumsfaktors Angiopoetin-1 mit dem endothelialen Tyrosinkinase-Rezeptor Tie-2.

Wihrend VEGF vor allem zu Beginn der Gefdaneubildung dominiert, wirkt Angiopoetin-1



mafgeblich an der Schlussphase der Angiogenese mit. Es treibt die Reifung des Blutgefa-
Bes voran und wirkt gefdBprotektiv, indem es die Durchléssigkeit der Gefid3e absenkt und

den Austritt von Plasma verhindert (29).

Die Angiogenese ist ein fundamentaler Prozess bei der Ausbildung mikrovaskulérer Netz-
werke - nicht nur bei physiologischen Prozessen wie dem weiblichen Zyklus oder der
Embryogenese, sondern auch unter pathologischen Bedingungen wie bei malignem Tu-

morwachstum (30).

1.2 Chemokine

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, die sezerniert werden und anhand eines Gradi-
enten die gezielte Migration von Immunzellen ins betroffene Gewebe initiieren und regu-
lieren. Sie sind dadurch an der Homoostase des Immunsystems und an Entziindungspro-
zessen beteiligt (31). Die Gruppe der Chemokine zeichnet sich dadurch aus, dass sie als
einzige Zytokine ihre biologischen Effekte durch einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(GPR) mit sieben Transmembrandoménen vermitteln (32). Aufgrund der spezifischen Ex-
pression und der Zielzellspezifitit sind Chemokine nicht nur als Entziindungs- und Im-
munmediatoren tdtig, sondern auch fiir zahlreiche andere Prozesse wie die Organentwick-
lung, die Regulation der Angiogenese und pathophysiologische Abldufe von Bedeutung
(33).

1.2.1 Einteilung und Expressionsorte der Chemokine

Chemokine sind kleine, sechs bis 14 kDa grof3e, sekretorische Peptide mit 60 bis 130 Ami-
nosduren, die in der Regel vier Cysteine in ihrer Sequenz tragen. Eine Ausnahme stellt das
Chemokin XCL1 dar, das nur zwei Cysteinreste enthilt. Zur Jahrtausendwende schlugen
Zlotnik und Yoshie eine einheitliche systematische Nomenklatur vor. Die Bezeichnung des
Chemokins oder Rezeptors setzt sich zusammen aus dem Namen der Chemokin-
Subfamilie, der Funktionsbezeichnung Ligand (L) oder Rezeptor (R) und der Nummerie-
rung. Ausgehend von der Lage der ersten beiden N-terminalen Cysteine werden die Che-
mokine in C-, CC-, CXC- und CX;C-Unterfamilien eingeteilt. Dabei steht C fiir Cystein-
reste und X fiir dazwischenliegende andere Aminosauren. Hinter dem systematischen Na-

men der Unterfamilie steht ein L fiir Ligand, gefolgt von einer Nummerierung (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Systematische und géingige Namen der Chemokine und deren Rezeptoren

Systematischer Alternative Namen Kategorie Chemokinrezeptor
Name
CXC-Subfamilie
CXCL1 GROa/MSA-o Inflammatorisch, ELR* CXCR1, CXCR2
CXCL2 GROB/MSA-B Inflammatorisch, ELR* CXCR2
CXCL3 GROy/MSA-y Inflammatorisch, ELR* CXCR2
CXCL4 PF4 Inflammatorisch, ELR’ CXCR3-B
CXCL5 ENA78 Inflammatorisch, ELR* CXCR2
CXCL6 GCP-2 Inflammatorisch, ELR* CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2 Inflammatorisch, ELR* CXCR2
CXCLS8 1L-8 Inflammatorisch, ELR* CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG Inflammatorisch, ELR’ CXCR3
CXCL10 1P-10 Inflammatorisch, ELR CXCR3
CXCL11 I-TAC Inflammatorisch, ELR’ CXCR3, CXCR7
CXCL12 SDF-1 Homoostatisch, ELR” CXCR4, CXCR7
CXCL13 BLC, BCA-1 Homoostatisch, ELR” CXCRS5, CXCR3
CXCL14 BRAK Homoostatisch, ELR” unbekannt
CXCL15 unbekannt Unbekannt, ELR” unbekannt
CXCL16 GCP-2 Inflammatorisch CXCR6
CXCL17 VCC-1 Dual?, ELR CXCRS
CC-Subfamilie
CCL1 1-309 Inflammatorisch CCRS8
CCL2 MCP-1 Inflammatorisch CCR2
CCL3 MIP-10 Inflammatorisch CCR1, CCR5
CCL4 MIP-1p Inflammatorisch CCR5
CCL5 RANTES Inflammatorisch CCRI1, CCR3, CCR5
CCL7 MCP-3 Inflammatorisch CCRI1, CCR2, CCR3
CCLS8 MCP-2 Inflammatorisch CCRI1, CCR2, CCR5
CCL11 Eotaxin Dual CCR3, CCR5
CCL13 MCP-4 Inflammatorisch CCRI1, CCR2, CCR3
CCL14 HCC-1 Inflammatorisch CCR1, CCR3, CCR5
CCL15 HCC-2, Leukotactin-1 Inflammatorisch CCR1, CCR3
CCL16 LEC, HCC-4 Inflammatorisch CCRI1, CCR2, CCRS5, CCRS, H4
CCL17 TARC Dual CCR4
CCL18 PARC, DC-CK1 Homdostatisch CCR3
CCL19 ELC/MIP-3p Homoostatisch CCR7
CCL20 MIP-30, LARC Dual CCR6
CCL21 SLC, 6Ckine Homoostatisch CCR7
CCL22 MDC Dual CCR4
CCL23 MPIF-1 Inflammatorisch CCR1
CCL24 MPIF-2, Eotaxin-2 Inflammatorisch CCR3
CCL25 TECK Homoostatisch CCR9
CCL26 Eotaxin-3 Inflammatorisch CCR3
CCL27 CTACK/ILC Inflammatorisch CCR10
CCL28 MEC Homoostatisch CCR3, CCR10
C-Subfamilie
XCL1 Lymphotactin, ATAC,  Dual XCR1

SCM-1a
XCL2 SCM-18 Dual XCRI1
CX;C-Subfamilie
CX3CL1 Fractalkine Dual CX3CR1

Quelle: Modifiziert nach Zlotnik und Yoshie (31), erweitert nach Weinstein, Herndndez-Ruiz, Burkhardt

und Maravillas-Montero et al. (34-37).

Die alternativen Namen und die korrespondierenden Chemokinrezeptoren erfiillen keinen Anspruch auf

Vollstiandigkeit.




Analog zu den Liganden werden die zu den einzelnen Gruppen gehorigen Rezeptoren mit
R benannt und ebenfalls nummeriert (38). So handelt es sich zum Beispiel bei CXCL17
(C-X-C motif chemokine ligand 17) um das 17. Chemokin der CXC-Untergruppe und bei
CCR1 um den ersten bekannten Rezeptor der CC-Untergruppe. Die Chemokinfamilie be-
steht aus 47 Liganden und 19 Rezeptoren. Die meisten Chemokine zédhlen zu den CXC-
und CC-Subfamilien. Die Chemokine der CXC-Gruppe lassen sich weiter nach dem Vor-
handensein des ELR-Motivs unterteilen, das aus dem Aminosédure-Triplett Glutamat-
Leucin-Arginin besteht. CXC-Chemokine mit ELR-Motiv in der N-terminalen Rezeptor-
bindungsstelle wie z. B. CXCL1, CXCLS5, CXCL7 und CXCLS8 wirken angiogen, wihrend
ELR-negativen CXC-Chemokinen wie etwa CXCL4, CXCL9 und CXCL10 eine antian-
giogene Wirkung zugeschrieben wird (39, 40).

Dariiber hinaus lassen sich Chemokine nach ihrem Expressionsmuster in inflammatorische,
homdoostatische und duale Chemokine einteilen. Inflammatorische Chemokine werden ty-
pischerweise bei entziindlichen oder infektidsen Ereignissen exprimiert und locken Im-
munzellen an den Ort des Geschehens. Dazu gehoren die meisten Chemokine. Homoostati-
sche Chemokine hingegen werden kontinuierlich und ohne besonderen Stimulus erzeugt.
Duale Chemokine weisen Eigenschaften von inflammatorischen und homdostatischen
Chemokinen auf. Sie kdnnen in einigen Geweben homdoostatisch exprimiert, aber ebenso in

anderen Geweben durch inflammatorische Trigger hochreguliert werden (35).

Viele Chemokine werden sehr gewebespezifisch exprimiert. CCL27 wird beispielsweise

ausschlieBlich in der Haut exprimiert und iibt hautspezifische Funktionen aus (41, 42).

1.2.2 CXCL17 und CXCRS

CXCL17 ist das jiingst entdeckte und zugleich das am wenigsten erforschte CXC-
Chemokin. Es wurde erstmals im Jahre 2006 von Pisabarro et al. als Makrophagen und
Dendritische Zellen anziehendes Protein beschrieben (43). CXCL17 besteht aus 119 Ami-
nosduren mit einem Signalpeptid aus 22 Aminoséduren. Das CXCL17-codierende Gen be-
findet sich auf dem Chromosom 19q13.2 (35). Bekannte Expressionsorte von CXCL17
sind die Mukosagewebe des oberen Verdauungstrakts, der Lunge und der weiblichen Ge-
schlechtsorgane (34, 36, 43-45). Zu CXCL17 liegen vor allem Arbeiten in Zusammenhang

mit Karzinomen, Infektionen und Entziindungsprozessen vor.



Lee et al. konnten nachweisen, dass CXCL17 die Expression von pro-angiogenen Faktoren
wie dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) durch Monozyten stimuliert. Damit
bestitigten die Autoren die Hypothese von Weinstein et al., dass CXCL17 iiber seine an-
giogene Wirkung das Tumorwachstum begiinstigt (34). Die Neoangiogenese ist von exis-
tentieller Bedeutung fiir Tumoren, da die Versorgung der Tumorzellen mit Nihrstoffen und
Sauerstoff per Diffusion nur bis zu einer Tumorgrof3e von etwa 2 mm?3 ausreicht (46). Zell-
kultur- und Tierversuche ergaben, dass ein Uberschuss an CXCL17 die Proliferation von
Tumorzellen fordert und die GefidB3dichte von Tumoren steigert (43, 47). So ist die Expres-
sion von CXCL17 in Kolonkarzinomzellen mit einem schlechteren Outcome assoziiert
(48). Guo et al. untersuchten dieses Phinomen an Brustkrebszellen und stellten fest, dass
die CXCL17-Expression mit einem hoheren Differenzierungsgrad und einer hoheren Zell-
teilungsrate des Tumorgewebes assoziiert ist (49). CXCL17 gilt aufgrund seiner angioge-

nen Eigenschaften als potenzielles Onkogen bei vielen soliden Tumoren.

Die bisherigen Erkenntnisse beziiglich der Rolle von CXCL17 bei entziindlichen Prozessen
sind widerspriichlich. Wie bereits erwdhnt, wird CXCL17 in der Mukosa zahlreicher Or-
gane Kkonstitutiv produziert. Es kann allerdings unter inflammatorischen Bedingungen auch
in anderen Organen hochreguliert werden, die dieses Chemokin normalerweise nicht ex-
primieren (35, 36). Erkrankungen, bei denen eine Uberexpression von CXCL17 beobachtet
wurde, sind beispielsweise die idiopathische Lungenfibrose, einige aggressive Tumoren
des Gastrointestinaltrakts, der Brust, der Lunge und des Endometriums sowie intraduktale

papillar-muzindse Neoplasien des Pankreas (44, 45, 48, 50).

Die gesteigerte CXCL17-Expression konnte jedoch auch mit einer antiinflammatorischen
Funktion zu tun haben. So unterdriickte CXCL17 in diversen in-vitro-Versuchen die Pro-
duktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-a/p und iNOS (induzierbare NO-
Synthase) durch Makrophagen, die zuvor mit endotoxisch wirksamen Lipopolysacchariden
(LPS) behandelt worden waren (43, 45). Dariiber hinaus wurde in der Magenschleimhaut
eine permanent hohe CXCL17-Expression nachgewiesen. Lee et al. vermuten daher, dass
CXCL17 eine schiitzende, entziindungshemmende Funktion im Magen einnimmt, der per-
manent inflammatorischen Reizen wie der Magenflora, der Magensédure und Nahrungsbe-
standteilen ausgesetzt ist (45). AuBBerdem besitzt CXCL17 antimikrobielle Eigenschaften.
So konnten Burkhardt et al. nachweisen, dass das Chemokin iiber eine Zellpermeabilisie-

rung antibakteriell wirkt und das Uberleben von Pilzen signifikant senkt (50).
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Aufgrund der bekannten Eigenschaften wird CXCL17 zu den dualen Chemokinen gezihlt,
die sowohl unter homdostatischen als auch unter inflammatorischen Bedingungen expri-
miert werden (35, 36). Welche Funktion CXCL17 genau bei Entziindungsprozessen inne-
hat, ist nicht abschlieBend geklért und scheint vom Organ und vom jeweiligen pathogenen

Prozess abzuhiingen.

Erst vor kurzem wurde ein moglicher Zusammenhang von CXCL17 mit Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises entdeckt. Herndndez-Ruiz et al. untersuchten den Speichel
und die Tranenfliissigkeit von Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom und stellten stark
erhohte CXCL17-Spiegel in beiden Korperfliissigkeiten im Vergleich zur Kontrollgruppe
fest. Sie vermuten daher eine Beteiligung des Proteins an der Pathophysiologie dieser Er-

krankung (51).

Maravillas-Montero et al. untersuchten die Wirkung von CXCL17 auf humane Monozyten
der Zelllinie Tohoku Hospital Pediatrics-1 (THP-1) aus dem Blut von Leukimiepatienten
und schlussfolgerten, dass CXCL17 iiber die Interaktion mit dem Rezeptor CXCRS
(GPR35) chemotaktisch auf Monozyten wirkt (37). Es handelt sich dabei um einen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor, der 1998 von O’Dowd et al. entdeckt wurde (52). CXCRS
wurde in zahlreichen Organen und Geweben nachgewiesen, darunter in der Lunge, im
Gastrointestinaltrakt, in der Milz, in der Skelettmuskulatur, im Uterus und im Spinalgang-
lion (53, 54).

CXCRS8 wird von Makrophagen exprimiert und ist wie CXCL17 vor allem im Mukosage-
webe in hohen Konzentrationen vorhanden (55). Die CXCL17-CXCR8-Achse wird daher
als bedeutender Mechanismus in der Makrophagen-Chemotaxis in der Mukosa betrachtet
(36, 37). So wurde bei entziindlichen Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts Kynurensiu-
re, ein natiirlicher Rezeptoragonist von CXCRS, nachgewiesen. CXCR8 wird aufgrund der
Untersuchungen mit Kynurensédure eine modulierende Rolle bei Entziindungsprozessen
zugeschrieben. (53, 56, 57). Eine genomweite Assoziationsstudie, bei der Krankheiten mit
Merkmalen des Genoms assoziiert werden, ergab zudem einen Zusammenhang zwischen
CXCRS8 und chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie Colitis ulcerosa und der primér

sklerosierenden Cholangitis (58).

Hinsichtlich der intrazelluldren Signaltransduktion fanden Liu et al. heraus, dass CXCL17
iiber den Src-/FAK-Signalweg chemotaktisch auf THP-1-Zellen wirkt (59). Die fokale

Adhisionskinase (FAK) und der Steroidrezeptor-Coaktivator Src (steroid receptor coacti-
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vator) sind intrazelluldre Tyrosinkinasen, die miteinander interagieren, um diverse Zell-
antworten zu vermitteln. Die Stimulation durch CXCL17 verursacht eine Tyrosinphospho-
rylierung von Src in THP-1-Zellen, wodurch Src an FAK bindet und dort wiederum eine
Tyrosinphosphorylierung triggert. Diesem Komplex wird eine zentrale Rolle bei der Zell-
proliferation, der Apoptoseresistenz von Tumorzellen und der Metastasierung von Tumo-

ren beigemessen (60).

Beziiglich der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis liegen noch keine Untersuchungen

zu CXCL17 oder CXCRS vor.

1.3 Pathophysiologie der Gelenkzerstorung bei der rheumatoiden Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA, auch bekannt als chronische Polyarthritis) ist eine chro-
nisch entziindliche Systemerkrankung mit unklarer Ursache. Das Krankheitsbild der RA
wurde erstmals von A. J. Landré-Beauvais in seiner Dissertation im Jahr 1800 beschrieben.
Der heute gebrauchliche Terminus ,Rheumatoide Arthritis® wurde von dem Briten Sir Alf-

red B. Garrod 1853 eingefiihrt (61).

Die RA ist durch eine Proliferation der Synovialis mit Nachweis intrasynovialer Entziin-
dungszellen und Gefilexpansion gekennzeichnet. Zu den charakteristischen Eigenschaften
der Synovitis gehoren (62, 63):
1. die Hyperplasie der Deckzellschicht,
2. die Neo-Angiogenese,
3. die Einwanderung von Immunzellen, u. a. CD4- und CD8-positive T-Zellen und
Th17-Zellen,
4. die Pannusbildung, d. h. destruierend in Knorpel und Knochen vorwachsende Sy-
novialisproliferationen.
Bei der Synovitis und Pannusbildung kann die Zahl der Zellschichten von normalerweise
einer bis drei auf zehn Schichten oder mehr ansteigen, wobei einzelne Zellen zusétzlich
hypertrophieren konnen. Das Wachstum der Synovialis ist vor allem auf die verldngerte
Lebensdauer von ortsstindigen Typ-A-Synoviozyten zuriickzufiihren (64). Diese akkumu-
lieren, sodass die Gesamtzahl der Zellen in der Synovialis steigt. Das hyperplastische Sy-
novium wichst iiber die physiologischen Grenzen hinaus und wandert in den darunterlie-

genden Knorpel ein. Die Invasion des Knorpels beginnt meist am Ubergang von Knorpel
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zu Knochen (65). Des Weiteren wandern Leukozyten, Makrophagen und andere Entziin-

dungszellen aus dem Blutkreislauf in die Synovialis ein.

Die Zellmigration wird ermdéglicht durch die Aktivierung der Endothelzellen in den syno-
vialen Blutgefaflen. Infolgedessen steigt auch die Expression von Adhdsionsmolekiilen wie
z. B. Integrinen und Selektinen sowie von Chemokinen (66). AuBBerdem wird dem Entziin-
dungsgrad entsprechend deutlich mehr niedrig viskdse Gelenkfliissigkeit produziert. Bei-
des fiihrt zur Gelenkschwellung und Schmerzen. Die Synovia, die den Gleitfilm auf den
Gelenkfldchen bildet und sie zugleich ernéhrt, enthélt bei RA-Patienten zahlreiche Wachs-
tumsfaktoren, Zytokine, Granulozyten und Makrophagen (67, 68). Die pathologischen Ab-
laufe werden durch ein komplexes Zusammenspiel von proinflammatorischen Faktoren
vermittelt, die in den Gelenken bzw. in der Synovialis der RA-Patienten produziert werden
(69).

Durch die invasive Hyperplasie der entziindlich-reaktiven Synovialis kommt es zu einer
progressiven Destruktion des Gelenkknorpels und des umliegenden Knochens (70). Dies
fiihrt (bei ausbleibender Therapie) zu charakteristischen Deformitédten an Hinden und Fii-
Ben und zur Invaliditét (71).

Mit einer Privalenz von etwa einem Prozent in der europdischen Bevolkerung stellt die RA
die am hiufigsten vorkommende Form der entziindlichen Arthritis dar (72). Frauen erkran-
ken etwa doppelt so oft wie Minner (73). Die RA stellt sich klinisch, genetisch und histo-
logisch heterogen dar. Neuere Forschungsergebnisse zeigen pathophysiologische Unter-
schiede zwischen den Patienten. Die Entdeckung neuer Varianten der RA kann daher
prognostische und therapeutische Auswirkungen haben (74). Die Ursache fiir die Erkran-
kung und die Pathogenese der RA sind trotz intensiver Forschung bis heute nicht vollstdn-
dig gekldrt. Ohne addquate Therapie fiihrt die Erkrankung zu schweren Gelenkdestruktio-
nen mit Funktionsverlusten bis hin zur Invaliditit. Dank der Entwicklung vertriglicher
Basistherapeutika und Biologika ist die RA bei friihzeitiger Intervention jedoch gut kon-

trollierbar geworden (75).
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1.3.1 Klassifikationskriterien der rheumatoiden Arthritis

Die RA manifestiert sich primér an der Synovialmembran der Gelenke und Sehnenschei-
den.

Sie wird anhand der ACR/EULAR-KTriterien (Tabelle 2) klassifiziert. Diese Klassifikati-
onskriterien werden in der Praxis in der Regel auch zur Diagnosestellung herangezogen
(76). Ein Patient mit einer Synovitis, die nicht durch eine andere Erkrankung erklart wer-
den kann, und in dem unten dargestellten Summen-Punkte-Score mindestens sechs Punkte

erhilt, wird als RA-Patient klassifiziert.

Tabelle 2: 2010-ACR/EULAR-Kriterien zur Klassifikation der RA

Kriterium Punktzahl

A. Gelenkbeteiligung

1 groBes Gelenk 0
2-10 grofBe Gelenke 1
1-3 kleine Gelenke (mit und ohne Beteiligung der groen Gelenke) 2
4-10 kleine Gelenke (mit und ohne Beteiligung der groen Gelenke) 3
>10 Gelenke (davon mindestens ein kleines Gelenk) 5
B. Serologie

Negativer RF und negative ACPA 0
Niedrig positiver RF oder niedrig positive ACPA 2
Hoch positiver RF oder hoch positive ACPA 3
C. Akute-Phase-Proteine

Normales CRP und normale BSG 0
Abnormales CRP oder abnormale BSG 1
D. Dauer der Symptome

< 6 Wochen 0
> 6 Wochen 1

RF = Rheumafaktor

ACPA = Antikorper gegen citrullinierte Peptide

CRP = C-reaktives Protein

BSG = Blutsenkungsgeschwindigkeit

Ein Patient mit einer Synovitis, die nicht durch eine andere Erkrankung erklédrt werden kann, und mindestens
6 Punkten wird eindeutig als RA-Patient klassifiziert.

Quelle: Aletaha et al. (76)

1.3.2 Neoangiogenese und Chemokine in der rheumatoiden Arthritis

Eines der frithesten histopathologischen Zeichen der RA ist die synoviale Neoangiogenese,
die durch lokale hypoxische Bedingungen und Zytokine induziert wird (77). Die Bildung
neuer BlutgefidBe aus bestehenden Blutgefden lduft in nacheinander geschalteten kontrol-

lierten Schritten ab, die in 1.1.3 beschrieben werden.
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Trotz der zahlreichen GefidBBneubildungen, iiber die Sauerstoff und Nihrstoffe in die ent-
ziindete Synovialis gelangen, bleibt das RA-Gelenk hypoxisch. Die zahlreichen neuen Ka-
pillaren sind entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der Entziindung, vermdgen es aber
nicht, die massiv angewachsene Synovialis adidquat zu erndhren. Dies fiihrt zu einer chro-
nischen lokalen Gewebsischdamie mit mittleren Sauerstoffpartialdriicken von teilweise un-
ter 15 mmHg. Wiederkehrende Zyklen von Hypoxie und Reoxygenierung infolge neu ein-
sprieBender Kapillaren sowie durch Immunzellen freigesetzte Oxidantien fordern den
chronischen oxidativen Stress im RA-Gelenk. Dadurch entstehen reaktive Sauerstoffspezi-

es, die das Gewebe zusitzlich schidigen (78).

Bei der Produktion der zahlreichen angiogenen Zytokine spielt das inflammatorische Zyto-
kin Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) eine fundamentale Rolle. Es aktiviert nicht nur die
Expression von Zytokinen und Chemokinen, sondern fordert unter anderem auch die An-
giogenese und ist an der Schmerzentstehung beteiligt (70, 79). Verschiedene Chemokine,
darunter CXCL12, CCL13 und CCL18, wurden beziiglich der Pathogenese der RA be-
schrieben (80-82). CXCL12 fordert die Angiogenese und die Einwanderung inflammatori-
scher Zellen in die Synovialis iiber einen TNF-a-unabhingigen Signalweg (80). Iwamoto
et al. fanden heraus, dass das in den Gelenken von RA-Patienten hoch exprimierte CCL13
zum einen in der Rekrutierung inflammatorischer Zellen involviert ist. Andererseits tragt
es entscheidend zur synovialen Hyperplasie in der RA bei, indem es die Proliferation von
fibroblastenartigen Synoviozyten (Fibroblast-like synoviocytes, FLS) steigert (81). Auch
CCL18 ist bei RA-Patienten deutlich hoher exprimiert als bei OA-Patienten (82).

Eine Reihe von Chemokinen aus der CXC-Gruppe ist maBgeblich an den gefiB3bildenden
und entziindlichen Prozessen bei der RA beteiligt. ELR-positive Chemokine gelten als an-
giogen, wihrend ELR-negative Chemokine eher angiostatisch wirken (vgl. 1.2.1). Aus-
schlaggebend zur synovialen Neovaskularisation ist das Ungleichgewicht zwischen Angio-
genese-fordernden und antiangiogenen Mediatoren. In zahlreichen Studien wurden Sig-
nalwege mit Beteiligung entziindlicher Mediatoren in der Synovialis von RA-Patienten
untersucht (40, 71, 83, 84). So stimulieren TNF-a und IL-1 synoviale Fibroblasten zur
Freisetzung von Chemokinen (71). IL-18 wirkt als Mitglied der IL-1-Zytokin-Superfamilie
ebenfalls proinflammatorisch und angiogen, indem es unter anderem die Sekretion der an-
giogenen Faktoren CXCL12 und CCL2 durch synoviale Fibroblasten induziert (85).
CXCL12 nimmt in dieser Klassifizierung eine Sonderstellung ein. Es bindet spezifisch an

den CXCR4- und den CXCR7-Rezeptor und wird trotz fehlendem ELR-Motiv als ein
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Schliisselregulator der Angiogenese betrachtet, da es chemotaktisch auf Endothelzellen
wirkt und iiber die Rezeptorinteraktion die Ausschiittung von VEGF fordert (86, 87). Die
Produktion des angiogenen ELR-positiven Chemokins CXCLS8 wird unter anderem durch
das Zytokin MIF (Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor) stimuliert (88). Das ELR-
negative Chemokin CXCL10 wirkt wiederum inflammatorisch, hemmt jedoch die Neovas-
kularisation. Da es in Anwesenheit von VEGF hochreguliert wird, handelt es sich bei
CXCL10 moglicherweise um einen Gegenspieler von VEGF bei der Regulation der Ge-
faBneubildung (89).

1.3.3 Kardiovaskulire Komorbiditit bei rheumatoider Arthritis

Die inflammatorischen Signalwege, die zur Synovitis und der damit einhergehenden Ge-
lenkdestruktion fithren, haben auch relevante systemische Auswirkungen. RA-Patienten
haben nach wie vor eine geringere Lebenserwartung als Menschen ohne RA. Das liegt vor
allem am kardiovaskuldren Risiko, das unabhéngig von klassischen atherogenen Risikofak-
toren erhoht ist (90). Schlaganfille und Herzinfarkte sind Metastudien zufolge der Haupt-
grund fiir die erhohte Mortalitit von RA-Patienten (91, 92).

Die Atherosklerose und die RA sind zwei sehr eng verbundene entziindliche Erkrankun-
gen. Die chronische Entziindung bei der RA beschleunigt mutmaBlich das Fortschreiten
der Atherosklerose. Verantwortlich dafiir konnten die Wirkungen von Zytokinen, T-Zellen,
Makrophagen, dendritischen Zellen oder von oxidativem Stress sein. Pathologische Ent-
ziindungsprozesse mit abnormalen Antworten des adaptiven Immunsystems wurden so-
wohl bei der Atherosklerose als auch bei der RA-Synovitis beschrieben. Zytokine wie IL-6
und TNF-a, die an der Pathogenese der RA beteiligt sind, steigern die Aktivierung von
Endothelzellen und destabilisieren dadurch moglicherweise atherosklerotische Plaques der
GefidBwand (93-95). Mehrere Langzeitstudien ergaben, dass chronisch erhohte IL-6-
Spiegel ebenso stark mit einem erhohten kardiovaskulidren Risiko assoziiert sind wie tradi-
tionelle Risikofaktoren (z. B. Blutdruck und Cholesterinspiegel) (96). Eine weitere patho-
physiologische Verbindung der beiden Erkrankungen besteht {iber das Zytokin MIF (vgl.
1.3.2). MIF ist nicht nur an der Angiogenese bei der RA beteiligt, sondern wird auch in
atheromatdsen Lasionen exprimiert und mit der Plaqueentstehung in Verbindung gebracht

7).
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Auch wenn die genauen Zusammenhinge noch nicht abschlieend untersucht sind, wird
die chronische Entziindung als eine der Hauptverbindungen zwischen der RA und der

Atherosklerose betrachtet (98).

1.4 in-situ-Hybridisierung (ISH)

Die in-situ-Hybridisierung (ISH) dient der Lokalisierung und der Detektion spezifischer
Nukleinsduresequenzen in Zellen, fixierten Gewebeschnitten oder ganzen Organen. Sie
wurde Ende der 1960er-Jahre von Mary Lou Pardue und Joe Gall entwickelt (99). Der
Zweck dieser Untersuchungsmethode ist es, das Vorhandensein einer gewissen Gense-
quenz zu iiberpriifen und diese spezifische Sequenz bestimmten Zellen oder Chromoso-
mabschnitten zuzuordnen. Dabei bindet der komplementire Strang einer Nukleotidsonde
an eine bestimmte Zielsequenz in der Probe. Das dabei entstandene Hybrid kann im We-
sentlichen auf zwei verschiedene Weisen sichtbar gemacht werden: Bei radioaktiv markier-
ten Sonden werden die Hybride per Autoradiographie visualisiert. Bei nichtradioaktiv
markierten Sonden werden bei der Synthese an Biotin oder Digoxigenin gekoppelte Nu-
kleotide verwendet. Anhand dieser verdnderten Nukleotide konnen die Hybride dann im-
munhistochemisch mit Antikdrpern gegen Biotin oder Digoxigenin detektiert werden

(100).

Bei ISHs wird das zu untersuchende Gewebe in der Regel vorbehandelt, um die Effizienz
der Hybridisierung zu erhohen und die unspezifische Hintergrundfiarbung zu verringern.
Die Permeabilisierung mit Proteasen wie etwa Proteinase K wird als einer der wichtigsten
Arbeitsschritte betrachtet, um die Zugénglichkeit der Ziel-Nukleinsduresequenz zu verbes-
sern. Die Konzentration der Protease und die Dauer der Behandlung hiingen vom Gewebe-
typ und von der Dauer der davor stattfindenden Fixierung ab. Grundsétzlich wird eine kur-
ze Nachfixierung in Paraformaldehyd empfohlen. Ein weiterer vorbereitender Schritt ist
die Acetylierung, bei der die unspezifische Bindung geladener Sonden verringert wird. Bei
der Gewebefixierung ist zu beachten, dass die Integritit der DNA bzw. RNA und die Ge-
webemorphologie erhalten werden miissen (101).

Diese Methode hat den Vorteil, dass die Zellen wihrend des Nachweises morphologisch

intakt bleiben und diese direkt vor Ort (in sifu) im Gewebe lokalisiert werden konnen.
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1.5 Immunfluoreszenz (IF)

Bei der Immunfluoreszenz (IF) werden Antigene im Gewebe mit Antikorpern nachgewie-

sen, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert sind (102).

Zu den am haufigsten verwendeten fluoreszierenden Farbstoffen zéhlt Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC). Bei der direkten IF sind die Antikorper primér fluoreszenzmarkiert. Bei der
indirekten IF werden nicht markierte Primérantikorper eingesetzt, die nach ihrer Bindung
an das Antigen mit einem gegen den ersten Antikorper gerichteten Sekundérantikorper
nachgewiesen werden. Die gebundenen Antikorper werden mithilfe eines Epifluoreszenz-
mikroskops identifiziert, wobei der Farbstoff durch Licht spezifischer Wellenldnge (bei
FITC wird blaues Licht verwendet) angeregt wird. Die angeregten Fluorochrome emittie-
ren infolgedessen selbst Licht (bei FITC griines Licht), das entsprechend gefiltert wird,

bevor es ins Okular tritt (103).

1.6 Ziele der Arbeit

Vor dem Hintergrund, dass nur wenige Standardprotokolle zu ISHs an Synovialisgefrier-
schnitten existieren und es keine Erkenntnisse zur Rolle von CXCL17 bei der rheumatoi-
den Arthritis gibt, sind die Ziele der Arbeit:

1. die Markierung einer geeigneten Sonde zur in-situ-Hybridisierung an Synovialis-

gewebe

2. die Etablierung der in-situ-Hybridisierung an Synovialis gegen CXCL17

3. die Etablierung der in-situ-Hybridisierung an Synovialis gegen Actin

4. die Doppelfarbung der Synovialisschnitte zur Identifizierung der CXCL17 expri-

mierenden Zellen
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2. Material und Methoden

2.1 Methodisches Vorgehen

Bei der Erarbeitung eines Standardprotokolls fiir die ISH an Synovialisschnitten wurden
zwel verschiedene Protokolle verwendet und modifiziert:

1. Protokoll nach Janes et al. (104)

2. Protokoll nach Kuchen et al. (105)

In Tabelle 3 wird das Vorgehen bei der Etablierung einer Methode zur molekularen Loka-
lisationsdiagnostik der mRNA-Expression an Synovialis-Gefrierschnitten beschrieben. Die
Protokolle unterscheiden sich an bedeutenden Stellen des Verfahrens. Zudem wurden ver-
schiedene Sondentypen verglichen. Die einzelnen Arbeitsschritte werden in den Abschnit-

ten 2.2 bis 2.5 erléutert.

Tabelle 3: Wichtige Gemeinsamkeiten und Unterschiede der getesteten Hybridisierungsprotokolle

Janes et al. (104) Kuchen et al. (105)
Fixierung und Per- - initial Vorbehandlung mit Salz- - initial Fixierung mit PFA
meabilisierung der sdure (HCI) - Permeabilisierung mit Proteina-
Gewebeschnitte - kein Enzymverdau se K
Vorbehandlung und keine Vorbehandlung Rehydrierung mit Nuklease-freiem A.
Préhybridisierung dest.
in-situ- Vergleich zwischen einfach markierten Sonden und 3‘-getailten Sonden
Hybridisierung
- Verdiinnung der Sonde mit - Verdiinnung der Sonde aus-
Nuklease-freiem Wasser und schlieBlich mit Prahybridisie-
Prahybridisierungspuffer rungspuffer
- Denaturierung der Sonde bei - Denaturierung der Sonde bei
65 °C 80 °C

2.2 Patienten und Materialgewinnung

Zur Etablierung eines in-situ-Hybridisierungs-/Immunfluoreszenzprotokolls wurde Syno-
vialis aus Synovektomien (an der Schulter oder am Handgelenk) bzw. Gelenkersatzopera-
tionen des Knies und der Hiifte verwendet. Die Patienten wurden im Rheinischen Rheuma-
zentrum Meerbusch-Lank wegen einer Arthrose (OA) oder rheumatoiden Arthritis (RA)
operiert. Insgesamt wurde Material von 14 OA-Patienten (5 Ménner, 9 Frauen, mittleres
Alter zum OP-Zeitpunkt 62 Jahre + 13,7) und sieben RA-Patienten (3 Ménner, 4 Frauen,
mittleres Alter zum OP-Zeitpunkt 59 Jahre + 8,5) fiir die Experimente genutzt. Die Patien-

ten wurden vor der Operation aufgeklirt und gaben ihr schriftliches Einverstindnis zur
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Weiterverwendung des Operationsmaterials. Die Gewebeproben wurden noch im OP voll-
standig in Einbettungsmittel zur Gefrierschnittvorbereitung (Slee Technik GmbH, Mainz)
eingebettet. Das eingebettete Gewebe wurde in Isopentan (2-Methylbutan) schockgefroren,
das durch fliissigen Stickstoff abgekiihlt wurde. Nach wenigen Sekunden wurde die Probe
in ein Alutopfchen iiberfiihrt und in einem Stickstoffbehilter bei -80 °C aufbewahrt (106).
Es besteht ein Ethikvotum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf (Studiennummer 4944) vom 27.02.2015, zuletzt erneuert am

03.01.2019 (Studiennummer 2018-87-KFogU).

Zur Erhaltung der RNA im Gewebe und der Sonden wurde wihrend der gesamten Arbeits-
schritte bis zur Hybridisierung der Schnitte unter DNAse- und RNAse-freien Bedingungen
gearbeitet. Dazu wurden Glas- und Metallwaren in Aluminiumfolie fiir vier Stunden lang
auf 250 °C erhitzt. Nicht ofenfeste Materialien wie die Hybridisierungskammer sowie die
Arbeitsfldichen wurden mit einer Oberflichendekontaminationslosung (RNase AWAY®,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) behandelt. Wihrend der gesamten Prozedur bis
zum Start der Hybridisierung wurden Handschuhe getragen. Alle Arbeitsschritte wurden
an einem separaten Nuklease-freien Arbeitsplatz mit separaten RNAse-freien Pipetten und
Pipettenspitzen durchgefiihrt. Fiir die Nuklease-freien Arbeitsschritte wurden nur RNAse-

und DNAse-frei deklarierte Losungen verwendet.

Zur weiteren Untersuchung wurden die Proben an einem Kryostat (Jung CM 3000, Leica
Microsystems, Wetzlar) unter DNAse- und RNAse-freien Bedingungen geschnitten. Dazu
wurden die Cryo-Vials mit den Gewebeproben drei Stunden bei einer Kammertemperatur
von -28 °C inkubiert und bei einer Objektkopftemperatur von -25 °C geschnitten. Es wurde
eine Schnittdicke von fiinf bis acht um ausgewéhlt. Die Schnitte wurden auf Adhéisionsob-
jekttriager (Superfrost Plus®, VWR International GmbH, Langenfeld) aufgezogen und in
einer Glaskiivette zwischengelagert. Pro Objekttriger wurden zwei aufeinanderfolgende

Schnitte aufgezogen.

2.3 Fixierung des Gewebes und Permeabilisierung der Zellmembran

Um das Gewebe zu erhalten und die Sondenbindung zu erleichtern, wurden unterschiedli-
che Fixierungsprotokolle von Janes et al. (2010) (104) und Kuchen et al. (2007) (105) ge-

testet und modifiziert.
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Die fiir die Fixierung notwendigen Losungen wurden unter einer Sicherheitsbank mit Ab-
zugshaube (Vinitex Air Typ TA 1500-900, Vinitex Laboreinrichtungen GmbH + Co. KG,
Coswig) angefertigt (Tabelle 4 und Tabelle 5). Zur Vermeidung von Kontaminationen
wurden Pipetten (Eppendorf Reference® variabel, Eppendorf AG, Hamburg) und Pipet-
tenspitzen mit Filter (Tip One, PCR clean, Starlab GmbH, Ahrensburg) benutzt. Zur pH-

Einstellung wurden nicht blutende pH-Indikatorstdbchen (Merck, Darmstadt) verwendet.

Frisch herzustellende Losungen:

Tabelle 4: PFA-Losung

Reagenz Firma Menge

Paraformaldehyd Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 75¢
USA

A. dest. (Nuklease-frei) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 200 ml (auf 60 °C erhitzen)
USA

5 M NaOH Merck, Darmstadt, Deutschland 900 ul

PBS (10x) Life Technologies, Carlsbad, CA, 25 ml
USA

- Einstellen auf pH 7,0 mit konzentrierter HCI und mit A. dest. auf 250 ml auffiillen.
- Aufbewahren max. 1 Woche dunkel bei +4 °C.

Tabelle 5: 0,1 M Triethanolamin-Losung, pH 8,0

Reagenz Firma Menge

Triethanolamin 98 % Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 2,66 ml
USA

A. dest. (Nuklease-frei) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 160 ml
USA

Einstellen auf pH 8,0 mit konzentrierter HCI und kurz vor Gebrauch mit 0,2 ml Essigsdureanhydrid verset-
zen.

2.3.1 Fixierungsprotokoll nach Janes et al. (2010)

Die in der Kiivette gelagerten Schnitte wurden aus dem Kryostat bzw. Tiefkiihler entnom-
men und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) equilibriert. AnschlieBend wurden die

Schnitte wie folgt behandelt:

1. Vorbehandlung 10 min in 0,2 M HCL

2. Waschen in Puffer 5 min in 1x PBS

3. Fixieren 15 min in 3 % Paraformaldehyd

4. Waschen in Puffer 2 x 10 min in 1x PBS

5. Equilibrierung 10 min in Triethanolamin

6. Acetylierung 5 min in Triethanolamin und Essigsdureanhydrid
7. Waschen 10 min in 2x SSC

8. Dehydrierung jeweils 2 min in 70-, 80- und 95%igem Ethanol
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2.3.2 Fixierungsprotokoll nach Kuchen et al. (2007)

Die in der Kiivette gelagerten Schnitte wurden aus dem Kryostat in den Brutschrank (He-
raeus Instruments GmbH, Hanau) iiberfiihrt und fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert, um
ein Abschwimmen der Schnitte zu verhindern und die Schnitte zu dehydrieren. Alle
Schnitte, die nicht am selben Tag weiterverarbeitet werden, sind bis zu eine Woche lang

bei -80 °C lagerbar.

Anschlieend wurden die Schnitte wie folgt behandelt:

1. Fixierung 15 min in 3 % Paraformaldehyd

2. Waschen in Puffer 10 min in 1x PBS

3. Rehydrierung 2 x 5 min in Nuklease-freiem Aqua dest.

4. Proteinverdauung 15 min in 0,2 M HCL

5. Waschen in Puffer 2 x 3 min in 1 x PBS (oder ldanger)

6. Permeabilisierung 10 min in Proteinase K [3,4 pg/ml]

7. Enzyminhibierung 10 min in 0,2 % Glycin in PBS bei 4 °C

8. Acetylierung 20 min in Triethanolamin und Essigsdureanhydrid
9. Waschen in Puffer 2 x 3 min in 1 x PBS (oder ldanger)

10. Nachfixierung 30 min in 3 % Paraformaldehyd (aus Schritt 1)
11. Waschen in Puffer 2 x 3 min in 1 x PBS (oder ldnger)

12. Dehydrierung jeweils 2 min in 70-, 80- und 95%igem Ethanol

Die Schnitte wurden fiir 15 Minuten in 3%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. PFA ist
ein quervernetzendes Agens, wodurch insbesondere Membranstrukturen bei zufriedenstel-
lender Antigenitit fixiert werden. Durch den relativ geringen Fixierungseffekt soll das
Eindringen groferer Transkripte ermoglicht werden. Die Proteinverdauung mit HCI dient
zur Verminderung von unspezifischem Hintergrund. Die Proteinase K ist eine unspezifi-
sche Endopeptidase, die Peptidbindungen angreift und Proteine entfernt, die die Zielse-
quenz umgeben. Dadurch kann die Sonde besser binden. Es wurden Proteinase-K-

Konzentrationen von 1 bis 3,4 pg/ml getestet.

Die Reaktion wurde mittels 10-miniitiger Inkubation in einer vorgekiihlten 0,2%igen Gly-
cin-PBS-Losung gestoppt. Die Objekttriger wurden anschlieBend 20 Minuten unter Riih-
ren bei Raumtemperatur mit 200 pul Acetanhydrid in 80 ml 0,1 M Triethanolamin pH 8,0

acetyliert. Bei der Acetylierung werden positiv geladene Molekiile im Gewebe und auf
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dem Objekttriger neutralisiert, um eine unspezifische Bindung der Sonde zu verhindern.

Die Schnitte wurden 30 Minuten in PFA nachfixiert und nach einem kurzen Waschgang

mit einer Alkoholreihe dehydriert. Nach der Fixierung sind die Schnitte in einer verschlos-

senen und mit Verschlussfolie (Parafilm® M, Bemis flexible packaging, Meckenheim)

versiegelten Kiivette bis zu eine Woche lang bei +4 °C lagerbar.

2.4 Auswahl der Sonden

Wihrend der Etablierungsphase wurden einfach markierte Oligonukleotid-Sonden (T1B

Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin) sowie Oligonukleotide mit 3°-Tail verwendet. Hier-

bei wurden kleine, exoniiberspannende Sense- und Antisense-Sonden (Abb. 3-Abb. 4) mit

optimalen Hybridisierungseigenschaften gewihlt (verwendete Software: Primer3 (107)).

Die Sonden wurden anschlieBend mittels des BLAST-Algorithmus (basic local alignment

search tool) des NCBI auf ihre Sequenzspezifitit iiberpriift (108).

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261

GCTCTCTGCT
ACATCGCTCA
GCGCCTGGTC
CCCCTTCAIT
ATTCCATGGC
CATCTTCCAG
CGTGGAGTCC
AGCCAAAAGG
GAACCATGAG
CTGCTTAGCA
GACCACAGTC

CCTCCTGTTC

GACACCATGG
ACCAGGGCTG
GACCTCAACT
ACCGTCAAGG
GAGCGAGATC
ACTGGCGTCT
GTCATCATCT

AAGTATGACA
CCCCTGGCCA

GACAGTCAGC
GGAAGGTGAA
CTTTTAACTC
ACATGGTTTA
CTGAGAACGG
CCTCCAAAAT
TCACCACCAT
CTGCCCCCTC
ACAGCCTCAA
AGGTCATCCA

CGCATCTTCT
GGTCGGAGTC
TGGTAAAGTG
CATGTTCCAA
GAAGCTTGTC
CAAGTGGGGC
GGAGAAGGCT
TGCTGATGCC
GATCATCAGC
TGACAACTTT

Abb. 3: Basensequenz der GAPDH-Sense-Sonde (5'—3’)
Homo sapiens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), transcript variant 1, mRNA. NCBI
Reference Sequence: NM_002046.7.
Orange hinterlegter Abschnitt = Exon 1-6, griin hinterlegter Abschnitt = Exon 7, blau hinterlegter Abschnitt
= Exon 8, rot hinterlegter Abschnitt = Exon 9. Die Sondensequenz iiberspannt die Exons 7 und 8. Sie ist in

weiler Schriftfarbe, unterstrichen und fett markiert dargestellt.
Quelle: (109)
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TTTGCGTCGC
AACGGATTTG
GATATTGTTG

TATGATTCCA

ATCAATGGAA
GATGCTGGCG
GGGGCTCAIT
CCCATIGTTCG
AATGCCTCCT
GGTATCGTGG

CAGCCGAGCC
GTCGTATTGG
CCATCAATGA
CCCATGGCAA
ATCCCATCAC
CTGAGTACGT
TGCAGGGGGG
TCATGGGTGT
GCACCACCAA
AAGGA ©1C .1




1
61
121
181 = AG A
241 GTGAGTGC AAAG GAGC CCCGAGAAGA
301 AAATTCATGA CAGTGTCTGG  GCTGCCAAAG AAGCAGTGCC CCTGTGATCA TTTCAAGGGC
361 AATGTGAAGA  AAAC
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
Abb. 4: Basensequenz der CXCL17-Sense-Sonde (5'—3’)
Homo sapiens C-X-C motif chemokine ligand 17 (CXCL17), transcript variant 1, mRNA. NCBI Reference
Sequence: NM_198477.3.
Griin hinterlegter Abschnitt = Exon 1, blau hinterlegter Abschnitt = Exon 2, orange hinterlegter Abschnitt =
Exon 3, rot hinterlegter Abschnitt = Exon 4. Die Sondensequenz iiberspannt die Exons 2 und 3. Sie ist in
weiler Schriftfarbe, unterstrichen und fett markiert dargestellt.

Quelle: (110)

2.4.1 Einfach markierte Oligonukleotid-Sonden

Bei der Wahl der Sonden lag ein Hauptaugenmerk darauf, dass die Zahl der Arbeitsschritte
und der potenziellen Fehlerquellen bei der Protokollentwicklung der in-situ-Hybridisierung
mit Fluoreszenzgegenfiarbung moglichst gering gehalten wird. Daher wurden zunéchst ge-
brauchsfertige, einfach markierte Oligonukleotid-Sonden (TIB Molbiol Syntheselabor
GmbH, Berlin) verwendet. Die Oligonukleotide waren am 5°‘-Ende mit Digoxigenin mar-

kiert (Tabelle 6).

Tabelle 6: Oligonukleotid-Sonden

Oligonukleotid Sequenz

GAPDH - Antisense 5°- DIG-GCATGGACTGTGGTCATGAG-3’
GAPDH - Sense 5‘- DIG-CTCATGACCACAGTCCATGC-3’
CXCL17 - Antisense 5°- DIG-TCAGGAACCAATCTTTGCACTCAC-3’
CXCL17 - Sense 5°- DIG-GTGAGTGCAAAGATTGGTTCCTGA-3’

Die Sonden wurden entsprechend der Datenblitter fiir eine Arbeitskonzentration von

0,1 pg/ul = 100 ng/ul in Nuklease-freiem Wasser aufgeldst.
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2.4.2 Herstellung markierter Oligonukleotid-Sonden per 3 ‘-tailing

Das 3-tailing erfolgte gemil3 der Anleitung des DIG Oligonucleotide Tailing Kit (2nd
generation, Roche Diagnostics, Mannheim).

Beim 3‘-failing wird mithilfe des Enzyms Terminale Transferase ein Gemisch aus dem an
Digoxigenin (DIG) gekoppelten Nukleotid DIG-dUTP und dem nichtmarkierten Nukleotid
dATP an das 3‘-Ende eines Oligonukleotids angefiigt (s. Abb. 5) (111).

Die Reaktion erfolgt unabhédngig von der Grof3e des zu markierenden Oligonukleotids.
Durch den Einbau des unmarkierten dATP wird eine sehr hohe Nachweisempfindlichkeit

erreicht (112).

Blaues Prazipitat m 3 : :
| 5-3' Oligonukleotid

|
NBT/BCIP = *\g o
m Digoxigenin-11 dUTP

5

3 )
mRNA-Zielsequenz

Abb. 5: Nicht-radioaktive Markierung von Oligonukleotiden mit DIG-dUTP mit Terminaler Transfe-

rase

j\ Anti-Digoxigenin-AP-Fab Fragment:

Bei der Terminalen-Transferase-Reaktion wird ein 3 ‘-Tail mit einer Linge von durch-
schnittlich 50 Nukleotiden generiert, der durchschnittlich fiinf markierte dUTP-Molekiile
enthalt.

Fiir die tailing-Reaktion wurden Oligonukleotide gegen GAPDH (vgl. Abb. 3), CXCL17
(vgl. Abb. 4) und Actin (Abb. 6) ohne Markierung (TIB Molbiol Syntheselabor GmbH,
Berlin) sowie ein mitgeliefertes unmarkiertes Oligonukleotid aus dem Tailing Kit verwen-

det.
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1  CCTTITGGCIT GGCTTGTCAG  GGCTTGICCA  GGAGTTCCGC  TCCICTCTCC AACCGGGGTC
61 CCCCTCCAGC  GACCCTAAAG CTTCCCAGAC  TTCCGCTTCA ATTCCIGTCC GCACCCCACG
121 CCCACCTCAA  CGTGGAGCGC AGTGGTICTCC  GAGGAGCGCC GGAGCTIGCCC  CGCCTGCCCA
181  GCGGGGTCAG CACTTCGCAT CAAGGCCCAA  GAAAAGCAAG TCCTCCAGCG  TTCTGAGCAC
241 CCGGGCCTGA  GGGAAGGTCC TAACAGCCCC  CGGGAGCCAG TCTCCAACGC  CTCCCGCAGC
301  AGCCCGCCGC  TCCCAGGTGC  CCGCGTGCGC  CGCTGCCGCC  GCAATCCCGC  ACGCGTCcCG
361 CGCCCGCCCC  ACTTTGCCTA TCCCCGGGAC  TAAGACGGGA  ATCCTGTGAA  GCAGCTCCAG
421 CTATGTGTGA  AGAAGAGGAC AGCACTGCCT TGGTGTGTGA  CAATGGCTCT GGGCTCTGTA
481 AGGCCGGCTT TGCTGGGGAC  GATGCTCCCA  GGGCTGTTTT CCCATCCAIT GTGGGACGTC
541 CCAGACATCA GGGGGTGATG GTGGGAATGG GACAAAAAGA CAGCTACGTIG  GGTGACGAAG
601 CACAGAGCAA AAGAGGAATC CTGACCCTGA  AGTACCCGAT  AGAACATGGC ATCATCACCA
661 ACTGGGACGA CATGGAAAAG ATCTGGCACC  ACTCTTTICTA CAATGAGCIT  CGTGTTGCCC
721 CTGAAGAGCA  TCCCACCCIG  CTCACGGAGG CACCCCTGAA  CCCCAAGGCC  AACCGGGAGA
781  AAATGACTCA  AATTATGTTT GAGACTTTCA

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

Abb. 6: Basensequenz der ACTA2-Sense-Sonde (5'—3")

CGGTGCTGTC

ATTCCTTCGT

TCTCTATGCC

TCTGGACGCA

ATGTCCCAGC

CATGIATGTG

GCIAICC Gh

Homo sapiens actin alpha 2, smooth muscle (ACTA?2), transcript variant 1, mRNA. NCBI Reference
Sequence: NM_001141945.3.

Orange hinterlegter Abschnitt = Exon 1-5, griin hinterlegter Abschnitt = Exon 6, blau hinterlegter Abschnitt
= Exon 7, rot hinterlegter Abschnitt = Exon 8-9. Die Sondensequenz iiberspannt die Exons 6 und 7. Sie ist in
weiler Schriftfarbe, unterstrichen und fett markiert dargestellt.

Quelle: (113)

24.2.1 Auflosung der Sonden

Die zu markierenden Oligonukleotide (Tabelle 7) sowie das unmarkierte Kontroll-
Oligonukleotid wurden entsprechend der Angaben in den jeweiligen Datenblittern fiir eine

Endkonzentration von 100 pmol/ul in Nuklease-freiem A. dest. aufgelost.

Tabelle 7: Sequenzen der Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz

ACTA2 - Antisense 5°-GCTCAGCAGTAGTAACGAAGGAAT-3
ACTA2 - Sense 5-ATTCCTTCGTTACTACTGCTGAGC-3’

CXCL17 - Antisense 5°- TCAGGAACCAATCTTTGCACTCAC-3’
CXCL17 - Sense 5°- GTGAGTGCAAAGATTGGTTCCTGA-3’

GAPDH - Antisense 5°- GCATGGACTGTGGTCATGAG-3’
GAPDH - Sense 5‘- CTCATGACCACAGTCCATGC-3’
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2.4.2.2 Herstellen der Reaktionslosung

Zunichst wurde eine Stammldsung hergestellt. Pro zu bearbeitender Probe wurden folgen-

de Komponenten vermischt (Tabelle 8):

Tabelle 8: Stammlosung fiir die tailing-Reaktion

Reagenz Menge pro Probe
Reaktionspuffer 4 ul
CoCl,-Losung 4 ul
DIG-dUTP-Losung 1ul
dATP-Losung 1ul

400 U Terminale Transferase 1l

Gesamt 11 ul

Alle Reagenzien von der Firma Roche Diagnostics, Mannheim

Die entstandene Reaktionslosung wurde durch wiederholte Aspiration mit der Pipette ver-
mischt, iber Kopf gemischt und abschlie3end in einer auf 4 °C vorgekiihlten Zentrifuge
(Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert.

Das Gefill mit der Reaktionslosung wurde bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

2.4.2.3 Terminale-Transferase-Reaktion

Von den aufgelosten Sonden wurde je 1 ul in ein 0,2 ml-PCR-Soft-Tube (Biozym Scienti-
fic GmbH, Hessisch Oldendorf) pipettiert und mit 8 ul Nuklease-freiem A. dest. verdiinnt.
4 pl des unmarkierten Kontroll-Oligonukleotids wurden mit 5 ul Nuklease-freiem A. dest.
versetzt. In jedes Mikroreaktionsgefall wurden nun 11 pl der Reaktionslosung pipettiert.
Die Losungen wurden durch Aspiration mit der Pipette gemischt, iiber Kopf gemischt und
abzentrifugiert. Danach wurden die PCR-Tubes in ein Wasserbad (GFL Schiittelwasserbad
1092, GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel) iiberfiihrt und fiir

15 Minuten bei 37 °C inkubiert, um das 3 ‘-failing durchzufiihren. Anschliefend wurden
die Gefille auf Eis gelegt und die darin ablaufende Reaktion durch Zugabe von jeweils 2 ul
0,2 M EDTA (pH 8,0) gestoppt. Das Endprodukt wurde durch Aspiration mit der Pipette
gemischt, iiber Kopf gemischt und in der vorgekiihlten Zentrifuge abzentrifugiert. Die fer-

tig markierten Sonden wurden bis zur Nutzung bei -20 °C gelagert.
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2.4.3 Spot-Test zur Uberpriifung der Labeling-Effizienz

Die Labeling-Effizienz wurde gemal der Anleitung aus dem DIG Application Manual for
Filter Hybridization (114) mit einem Spot-Test gepriift. Dabei handelt es sich um eine di-
rekte Detektionsmethode, bei der die Verdiinnungsreihen der markierten Oligonukleotide
mit der des mitgelieferten fertig markierten Standard-Oligonukleotids aus dem Tailing Kit

verglichen werden. Dazu waren folgende Arbeitsschritte erforderlich:

2.4.3.1 Vorbereitung der Serienverdiinnungen

Die markierten Oligonukleotide wurden mit dem mitgelieferten Verdiinnungspuffer auf
eine Ausgangskonzentration von 2,5 pmol/ul verdiinnt. Das fertig markierte Standard-
Oligonukleotid lag bereits in der erforderlichen Ausgangskonzentration vor.

Die Oligonukleotide wurden nach dem folgenden Schema verdiinnt (Tabelle 9):

Tabelle 9: Verdiinnungsschema fiir markierte Oligonukleotide

Tube | Oligo [ul] | Aus Tube Verdiinnungspuffer [pl] | Verdiinnung | Endkonzentration
[fmol/ul]
1 1 2,5 pmol/ul 49 1:50 50
2 5 1 5 1:2 25
3 5 2 5 1:2 12,5
4 5 3 5 1:2 6,25
5 5 4 5 1:2 3,125
6 5 5 5 1:2 1,56
7 5 6 5 1:2 0,78
8 5 0

2.4.3.2 Auftragen und Detektion der Spots

Von den verschiedenen Verdiinnungen wurde je 1 ul auf einen schmalen Streifen Nylon-
membran (Nylonmembran, positiv geladen, Roche Diagnostics, Mannheim) in einer Reihe

aufgetragen. Dabei wurde das folgende Schema verwendet (Tabelle 10):

Tabelle 10: Pipettierschema fiir Spot-Test

Tube 2 3 4 5 6 7 8
Standard-Oligonukleotid aus K V7
Gefal} 7 des Tailing Kits
Markiertes Kontroll- K (V6)
Oligonukleotid
ACTA2-AS: A-AS
ACTA2-S: A-S
CXCL17-AS: C-AS
CXCL17-S: C-S
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Zur technischen Negativkontrolle wurde jeweils am Ende der Verdiinnungsreihe 1 pl rei-
ner Verdiinnungspuffer aufgetragen, um ein unspezifisches Signal durch Bestandteile des
Puffers auszuschlieBen. Zum Fixieren der Spots wurde die Membran fiir 30 Minuten bei

120 °C inkubiert.

Die Detektion der Spots erfolgte mit dem DIG Wash and Block Buffer Set (Roche Diagnos-
tics, Mannheim), bestehend aus einem Waschpufferkonzentrat, Maleinsidurepuffer (10-fach
konzentriert), Blockierungslosung (10-fach konzentriert) und Detektionspuffer (10-fach
konzentriert). Die Puffer wurden nach den Angaben der Anleitung verdiinnt und aufberei-
tet. Die erhitzte Membran wurde in einen Plastikbehilter mit 20 ml Waschpuffer gelegt
und fiir zwei Minuten unter Schiitteln auf einer Schiittelplatte (Corning B.V. Life Sciences,
Amsterdam, Niederlande) inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran fiir 30 Minuten in
der Blockierungslosung inkubiert. Wihrenddessen wurde der mit alkalischer Phosphatase
gekoppelte Antikorper gegen DIG (Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments, Roche Diagnos-
tics, Mannheim) in der 1-fach konzentrierten Blockierungslosung im Verhiltnis 1:5.000
verdiinnt. Die alkalische Phosphatase setzt ein NBT/BCIP-Substratgemisch (Nitrotetrazo-
liumblauchlorid/Bromchlorindolylsulphat) zu einem unl6slichen blauen Prizipitat um, das
lichtmikroskopisch sichtbar ist (115). Die Membran wurde fiir 30 Minuten in der Antikor-
perlosung inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal fiir 15 Minuten in Waschpuffer
gewaschen. Es folgte eine 2- bis 5-miniitige Equilibrierung im Detektionspuffer, wahrend
der die Detektionslosung fertig gestellt wurde. Dazu wurden 800 ul NBT/BCIP-stock-
solution (Roche Diagnostics, Mannheim) in ein 50 ml-Polypropylenrohrchen (Tube) (Grei-
ner Bio-One GmbH, Frickenhausen) pipettiert, welches 39,2 ml Blockierungslosung ent-
hielt. Nach dem Equilibrierungsschritt wurde der Detektionspuffer abgeschiittet. Die Farb-
entwicklung in der Detektionslosung erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln. Dabei
wurde der Plastikbehélter mit der darin enthaltenen Membran nicht bewegt. Sobald die
Spots in ausreichender Intensitédt zu sehen waren, wurde die Detektionsldsung in einen
Abfallbehilter abgeschiittet und die Membran zweimal fiir fiinf Minuten in A. dest. gewa-

schen. Die feuchte Membran wurde schlieBlich eingeschweilit und eingescannt.
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2.4.3.3 Auswertung des Spot-Tests

Nach der abgelaufenen Farbentwicklung wurde die Farbintensitit der Spots der Kontroll-
probe mit der des Standard-Oligonukleotids und der der experimentellen Sonden vergli-
chen. Wenn bei der schwichsten Verdiinnung (0,78 fmol/ul) ein blauer Spot zu erkennen
ist, liegt die Sonde in der erwarteten Konzentration vor. Bei einem Einsatz von 100 pmol
Sonde auf 22 pl Reaktionslosung entspricht das einer Sondenkonzentration von

4,5 pmol/ul. Diese Angabe ist als Ausgangskonzentration fiir weitere Verdiinnungen zu

verwenden.

2.5 Entwicklung einer in-situ-Hybridisierung mit nichtradioaktiv markierten

Sonden

Das Protokoll fiir die in-situ-Hybridisierung wurde anhand verschiedener, teils modifizier-
ter Methoden von Janes et al. (2010) (104) und Kuchen et al. (2007) (105) entwickelt. Im
Rahmen dieser Experimente wurden folgende Parameter getestet:

¢ die Proteinase-K-Konzentration bei der Permeabilisierung der Zellen

e die Art der Sonde (einfach markierte Sonden im Vergleich zu 3°-getailten Sonden)

e die Durchfiihrung einer Prihybridisierung

¢ die Sondenkonzentration

e die Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers.

Samtliche Schritte der in-situ-Hybridisierung erfolgten in Glaskiivetten bei Raumtempera-

tur, sofern keine andere Angabe erfolgt.

2.5.1 Vorbehandlung der Schnitte

Die Kiivette mit den fixierten Schnitten wurde zunéchst zehn Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Protokoll von Janes et al. wurde nach der Dehydrierung im Rahmen der Fi-
xierung des Gewebes keine Vorbehandlung durchgefiihrt. Im Protokoll nach Kuchen et al.
folgte darauf die Rehydrierung mit Nuklease-freiem A. dest. Die Schnitte wurden an-
schlieBend fiir zwei Minuten in 2x SSC gewaschen und wurden dort bis zur Prahybridisie-

rung belassen.
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2.5.2 Prihybridisierung

Zur Vorbeugung eines unspezifischen Hintergrunds wurde eine Prahybridisierung durchge-

fithrt. Zum Vergleich wurde ein Durchlauf ohne Prihybridisierungsschritt durchgefiihrt.

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurden in separaten Zentrifugenrohrchen (Becton

Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) verschiedene Prahybridisierungspuffer mit

allen Bestandteilen des Hybridisierungsmix mit Ausnahme der Sonde vorbereitet.

Die Puffer sind in Tabelle 11 zusammengefasst charakterisiert:

Tabelle 11 Auflistung der in der Entwicklungsphase der in-situ-Hybridisierung getesteten Hybridisie-
rungspuffer und deren Zusammensetzung.

Hybridisierungspuffer Reagenz Firma Menge
H1 Dextransulfat 50 % Losung EMD Millipore, Temecula, CA, 800 ul
USA
Hefe t-RNA (20 mg/ml) Invitrogen, Carlsbad, USA 200 wl
20X SSC Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 400 pl
USA
Gesamtvolumen 1,4 ml
H2 Formamid (deionisiert) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 2,5ml
USA
Denhardt’s Losung (50x- Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 0,1 ml
konzentriert) USA
Dextransulfat 50 % Losung EMD Millipore, Temecula, CA, 2,0 ml
USA
Heringsspermien-DNA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 0,25 ml
(10 mg/ml) USA
Hefe t-RNA (5 mg/ml) Invitrogen, Carlsbad, USA 0,25 ml
Gesamtvolumen 5,1 ml
H3 Formamid (deionisiert) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 2,5 ml
USA
Denhardt’s Losung (50x- Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 0,1 ml
konzentriert) USA
Dextransulfat 50 % Losung EMD Millipore, Temecula, CA, 2,0 ml
USA
Heringsspermien-DNA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 0,25 ml
(10 mg/ml) USA
Hefe t-RNA (5 mg/ml) Invitrogen, Carlsbad, USA 0,25 ml
Poly-A-Losung Roche Diagnostics, Mannheim 50 ul
Gesamtvolumen 5,15 ml

Puffer H1 nach Janes et al. (104)
Puffer H2 nach Kuchen et al. (105)
Puffer H3 modifiziert nach Kuchen et al. (105)

Die Heringsspermien-DNA wurde vor Gebrauch aufgetaut, fiir zehn Minuten bei 65 °C

denaturiert und danach fiir mindestens fiinf Minuten auf Eis gelegt. Die Hefe-t-RNA

(25 mg) lag in Pulverform vor und wurde in 1,25 ml Nuklease-freiem Wasser aufgelost,

um die fiir Puffer H1 notige Konzentration von 20 mg/ml zu erhalten. Der Rest der Stamm-

16sung wurde anschlieend weiter auf 5 mg/ml verdiinnt und aliquotiert. In systematischen
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Optimierungsschritten wurde in einem modifizierten Protokoll nach Kuchen et al. der Zu-
satz Polyadenylsdure (poly-A) getestet (Prihybridisierungspuffer H3). Dabei handelt es
sich um ein ausschlieBlich aus Adenylsédure aufgebautes Homopolymer. Vor der Verwen-
dung wurde der Prihybridisierungspuffer fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert, um ihn bes-
ser pipettieren zu konnen.

Im Protokoll von Janes et al. wurde kein Prihybridisierungsschritt aufgefiihrt. Dort erfolgte
die Hybridisierung direkt nach der Fixierung. Bei Kuchen et al. wurden pro Objekttriger
jeweils 100 ul Prahybridisierungspuffer aufgetragen und die Schnitte eine Stunde lang bei

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer (Eigenanfertigung) inkubiert.

Wihrenddessen wurden die Sonden verdiinnt (siche Abschnitt 2.5.3).

Der Rest des Priahybridisierungspuffers wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.5.3 Hybridisierung der Gewebe-mRNA

Wihrend der Prihybridisierung wurde der Hybridisierungsmix fertiggestellt. Dazu wurden
die Sonden mit unterschiedlichen Prihybridisierungspuffern (sieche Tabelle 11 in Abschnitt
2.5.2) verdiinnt und aufgetragen. Anschlieend wurden die Objekttridger in eine feuchte
Kammer iiberfiihrt und bei 42 °C iiber Nacht in einem Brutschrank (Function Line Typ BB
16 CU, Heraeus Instruments GmbH, Hanau) inkubiert.

2.5.3.1 Einfach markierte Oligonukleotid-Sonden

Die einfach markierten Sonden wurden mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Ausgangs-
konzentration von 100 ng/ul aufgelost und anschlieBend wiederum mit Nuklease-freiem
Wasser im Faktor 1:100 bzw. 1:40 vorverdiinnt, um eine Sondenkonzentration von 1 ng/ul
bzw. 2,5 ng/ul zu erhalten. Dabei wurden zwei verschiedene Verdiinnungsmethoden getes-
tet. In dem Protokoll von Janes et al. (104) wurden je 2 ul der vorverdiinnten Sonde mit

1 pl Nuklease-freiem Wasser und 10 pl deionisiertem Formamid in einem 0,2 ml-Tube
vermischt. Das Gemisch wurde in einem Thermocycler (peqSTAR, VWR Peqlab, Erlan-
gen) bei 65 °C denaturiert und anschliefend bei 42 °C gehalten. Der Prihybridisie-
rungspuffer HI wurde in einem Tube auf 42 °C vorerhitzt und dem Gemisch hinzugefiigt.
Dem Sondengemisch wurden 7 ul des auf 42 °C vorerhitzten Prihybridisierungspuffers H1

hinzugefiigt, was eine finale Sondenkonzentration von 0,1 ng/ul bzw. 0,25 ng/ul ergab.
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Im Protokoll nach Kuchen et al. (105) wurde sowohl bei der Vorverdiinnung als auch bei
der endgiiltigen Verdiinnung der Sonden ausschlieBlich Priahybridisierungspuffer verwen-
det. Die in Nuklease-freiem Wasser aufgelosten Sonden wurden mit Puffer H2 im Faktor
1:100 bzw. 1:40 vorverdiinnt, um eine Sondenkonzentration von 1 ng/ul bzw. 2,5 ng/ul zu
erhalten. Der Hybridisierungsmix wurde dann wiederum mit Prahybridisierungspuffer H2
auf eine Endkonzentration von 0,1 ng/ul bzw. 0,25 ng/ul gebracht. Die verdiinnten Sonden
wurden schlieBlich fiir 5 Minuten bei 80 °C in einem Heizblock (Unitek HB-130, Miyachi
Unitek, Monrovia, CA, USA) denaturiert.

Zur Hybridisierung der Sonden mit der zelluliren mRNA wurden die Objekttriger, bei
denen eine Prahybridisierung stattfand, mit 2x SSC tiberschichtet. AnschlieBend wurde das
Gemisch vorsichtig abgetropft und im Anschluss daran direkt der denaturierte Hybridisie-
rungsmix aufgetragen. Wurde nicht prahybridisiert, so wurde der denaturierte Hybridisie-
rungsmix direkt auf die luftgetrockneten Schnitte aufgetragen. Die Schnitte wurden mit
Deckglisern (Engelbrecht GmbH, Edermiinde) abgedeckt, um ein Austrocknen zu verhin-
dern.

Die Objekttriager wurden schlielich in eine feuchte Kammer iiberfiihrt und bei 42 °C iiber
Nacht in einem Brutschrank (Function Line Typ BB 16 CU, Heraeus Instruments GmbH,

Hanau) inkubiert.

2.5.3.2  3‘-getailte Oligonukleotid-Sonden

Die 3‘-markierten Sonden hatten entsprechend der Auswertung des Spot Tests eine Aus-
gangskonzentration von 4,5 pmol/ul. Bei der weiteren Verdiinnung wurden Prahybridisie-
rungspuffer H2 und H3 getestet. Die Sonden wurden mit dem entsprechenden Prihybridi-
sierungspuffer testweise im Faktor 1:45 bzw. 1:90 verdiinnt. Die Endkonzentration der
Sonden betrug 0,1 pmol/ul und 0,05 pmol/ul. Die verdiinnten Sonden wurden schlielich
fiir 5 Minuten bei 80 °C in einem Heizblock (Unitek HB-130, Miyachi Unitek, Monrovia,
CA, USA) denaturiert.

Zur Hybridisierung der Sonden mit der zelluliren mRNA wurden die Objekttriager nach
dem Prihybridisierungsschritt mit 2x SSC iiberschichtet. AnschlieBend wurde das Gemisch
vorsichtig abgetropft und im Anschluss daran direkt der denaturierte Hybridisierungsmix

aufgetragen. Die Objekttrager wurden schlieBlich in eine feuchte Kammer tiberfiihrt und
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bei 42 °C iiber Nacht in einem Brutschrank (Function Line Typ BB 16 CU, Heraeus In-

struments GmbH, Hanau) inkubiert.

2.5.4 Posthybridisierungsbehandlung

In der Posthybridisierungsbehandlung miissen die nichtgebundenen Sonden griindlich ab-

gewaschen werden, um unspezifische Signale zu verhindern.

Nach der Hybridisierung wurden die Schnitte zunédchst dreimal 5 Minuten in 2x SSC ge-
waschen. AnschlieBend wurden die Objekttriger in Losung A (Tabelle 12) iberfiihrt und
fiir 5 Minuten bei 42 °C inkubiert. Es folgten erneut drei Waschschritte in 2x SSC. Die
Objekttrager wurden in Waschlosungen mit jeweils 0,1 % SDS (Sodium dodecyl sulfate
solution, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) und absteigenden SSC-Konzentrationen
(1x-, 0,5x-, 0,25x-, 0,125x-SSC) fiir jeweils 15 Minuten bei 42 °C inkubiert.

Tabelle 12: Losung A

Reagenz Firma Menge
20 x SSC Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 10 ml
Formamid EMD Millipore, Temecula, CA, USA 50 ml
A. dest. B. Braun, Melsungen, Deutschland 20 ml
Gesamt 80 ml

2.5.5 Immunhistochemischer Nachweis der Sonden

Die Losungen und Puffer fiir die Detektion der Sonden wurden mit dem DIG Wash and
Block Buffer Set und der Herstelleranleitung entsprechend fertig gestellt (Tabelle 13). Die
Farbung erfolgte mit Alkalischer Phosphatase (AP) und NBT/BCIP.

Tabelle 13: Detektionslosung

Reagenz Firma Menge
NBT/BCIP-Stammlosung Roche Diagnostics, Mannheim 20 ul
Detektionspuffer (1-fach kon- Roche Diagnostics, Mannheim 1 ml
zentriert)

Levamisol Tropfen Dako Deutschland GmbH, Hamburg 3 Tropfen

Die Schnitte wurden fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur unter Schiitteln oder Riihren in

Puffer 1 gewaschen. Danach wurden sie in die Blockierungslosung iiberfiihrt und fiir
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30 Minuten inkubiert. Die Inkubation in Blockierungslosung vermindert den unspezifi-
schen Hintergrund bei der immunhistochemischen Detektion.

Der mit alkalischer Phosphatase gekoppelte Antikorper gegen DIG (Anti-Digoxigenin-AP
Fab Fragments, Roche Diagnostics, Mannheim) wurde mit der 1-fach konzentrierten Blo-
ckierungslosung im Verhéltnis 1:1.000 verdiinnt und nach dem Blockierungsschritt aufge-
tragen. Die Objekttrager wurden fiir eine Stunde in der feuchten Kammer bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Zur Entfernung der iiberschiissigen Antikorper wurden die Objekttriger
zweimal fiir 15 Minuten unter Schiitteln oder Riihren in Puffer 1 gewaschen. Fiir die Farb-
reaktion wurde die Detektionslosung auf die Schnitte gegeben. Die Detektionslosung ent-
hilt Levamisol, das die gewebseigene Alkalische Phosphatase inhibiert. Das Substrat
NBT/BCIP kann folglich nicht von korpereigenen Enzymen verarbeitet werden, sodass ein

unspezifischer Hintergrund verhindert wird.

In systematischen Optimierungsschritten wurden die Objekttriger entweder mit einem
Deckglas abgedeckt in einer feuchten Kammer bei 4 °C iiber Nacht oder bei Raumtempe-

ratur ohne Deckglas fiir nur 3 bis 4 Stunden inkubiert (siehe Ergebnisteil).

Die Reaktion wurde gestoppt, sobald sich die Schnitte violett gefirbt hatten. Dazu wurden

die Objekttriger in A. dest. gewaschen.

2.5.6 Kontrollen

2.5.6.1 Positivkontrollen

Die Qualitit des Gewebes wurde getestet, indem gezielt mit dem konstant transkribierten
Haushaltsgen GAPDH hybridisiert wurde.

In einzelnen Versuchen wurden Lungenschnitte mitgefiihrt (Human Lung Frozen Sections,
Zyagen, Life Science, San Diego, USA). Es ist bekannt, dass CXCL17 in der Lunge ex-
primiert wird (36).

Alpha-Actin wurde sowohl per in-situ-Hybridisierung auf mRNA-Ebene als auch per Im-
munfluoreszenzfarbung detektiert. Da Alpha-Actin bekanntlich von glatten Muskelzellen
(smooth muscle cells, SMC) exprimiert wird, konnte die Actin-Sonde mithilfe der Immun-

fluoreszenzfirbung kontrolliert werden.
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2.5.6.2 Negativkontrollen

Zum Ausschluss unspezifischer Markierungen wurde bei jedem Versuch fiir jede Gewebe-
probe ein Parallelschnitt mit den Sense-Sonden der jeweiligen mRNA hybridisiert. Diese
Sense-Sonden konnen nicht an die Gewebs-mRNA binden, da sie zur Ziel-mRNA iden-

tisch sind. Sie dienen daher als interne Negativkontrolle.

Des Weiteren wurde als technische Negativkontrolle bei jedem Versuch ein Parallelschnitt
mit dem reinen Prahybridisierungspuffer ohne Sonde inkubiert, um unspezifische Anfér-

bungen und endogene Enzymaktivititen des Puffers auszuschlieB3en.

2.5.6.3 Reproduzierbarkeit

Pro Durchlauf wurden zehn bis 20 Parallelschnitte verarbeitet. Davon wurden je 60 % mit
der Antisense-Sonde hybridisiert. Es wurden nur Signale als positiv gewertet, die in allen

sechs bzw. zwolf Parallelschnitten reproduzierbar waren.

2.6 Immunfluoreszenzfirbung

Die Immunfluoreszenzfirbung erfolgte direkt nach dem immunhistochemischen Nachweis

der Sonden (Abb. 7).
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Abb. 7: Prinzip der Kombination von ir-situ-Hybridisierung mit Immunfluoreszenzfirbung
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2.6.1 Antikorper

Fiir die Darstellung des Endothels wurde ein monoklonaler, aus der Maus stammender und
gegen humanes Gewebe gerichteter Antikorper gegen von-Willebrand-Faktor (VWF) ver-
wendet. Fiir die Darstellung der Tunica media der Gefilwand wurde ein aus der Maus
stammender und gegen a-Actin gerichteter monoklonaler Antikorper verwendet. Die Dar-
stellung der Adventitia erfolgte mit einem monoklonalen gegen Fibroblasten gerichteten
Maus-Antikorper, Klon TE-7. Die Antikorper wurden mit verschiedenen Antigen-
Desmaskierungsmethoden (keine Antigen-Demaskierung, proteolytische Andauung mit
Trypsin) und teils in verschiedenen Konzentrationen getestet. Um das Ausmal} an unspezi-
fischer Bindung des Primérantikorpers an das Gewebe aufzuzeigen, wurden bei jeder Fir-

bung Negativkontrollen gegen den jeweiligen Antikorper-Isotyp mitgefiihrt.

2.6.2 Herstellung der verwendeten Losungen

Fiir die Antigendemaskierung wurde Trypsinlosung angesetzt (Tabelle 15), die in Trispuf-

fer (Tabelle 14) aufgelost wurde.

Tabelle 14: Trispuffer pH 7,4/ 7,6

Reagenz Firma Menge
TRIS-Hydrochlorid Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 6g
TRIS-Base Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA lg
Natriumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 9g
Tween 20 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 1 ml

- mit Aqua dest. auf knapp 1 I auffiillen

- pH messen (der Puffer sollte zwischen pH 7,4 und pH 7,6 liegen)

- evtl. mit 5 M NaOH (Natronlauge) nach oben bzw. HCI (Salzsédure) nach unten ausgleichen
- mit Aqua dest. auf 1 1 auffiillen

Tabelle 15: Trypsinlosung 0,1 %

Reagenz Firma Menge
Trypsin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 0,08 g
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 0,08 g

- in 80 ml Trispuffer (pH 7,4/7,6) auflosen
- kann mehrmals benutzt werden
- 1 Woche haltbar
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2.6.3 Etablierung der Immunhistochemie

Es wurden nur die Schnitte gegengefirbt, auf denen mit der Antisense-Sonde hybridisiert
worden ist. Die anderen Schnitte wurden mit VectaMount Eindeckmedium (Vector Labo-
ratories, Burlingame, CA, USA) eingedeckt (Deckglidser 24x60 mm, Engelbrecht GmbH,
Edermiinde).

Die zu fiarbenden Schnitte wurden fiir zwei Minuten in 1x PBS gewaschen. In systemati-
schen Optimierungsschritten wurde nach dem Waschschritt in PBS eine Trypsinbehand-
lung getestet. Dazu wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in 0,1%iger Trypsinlosung bei

37 °C inkubiert und anschlieend erneut fiir 2 Minuten in PBS gewaschen. Danach wurde
zum Blockieren eines unspezifischen Hintergrunds je ein Tropfen Antibody diluent with
background reducing components (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) auf die Schnitte
gegeben, die fiir 30 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert wurden. Wihrenddessen
wurden die Primérantikorper nach dem folgenden Schema (Tabelle 16) in Antibody Di-

luent verdiinnt:

Tabelle 16: Primirantikorper

Antigen Spezies/Isotyp Verdiinnung  Konzentration  Produktdaten

vWF Maus IgGl 1:10000 0,05 ng/ul BD Biosciences, Heidelberg

Negativkontrolle Maus IgG1 1:2000 0,05 ng/ul Dako Deutschland GmbH,

IgG1 Hamburg

o -Actin Maus IgG2a 1:400 14 ng/ul Sigma Aldrich, St. Louis,
1:800 7 ng/ul MO, USA

Negativkontrolle Maus IgG2a 14:100 14 ng/ul Dako Deutschland GmbH,

IgG2a 7:100 7 ng/ul Hamburg

Fibroblasten Maus IgG1 1:100 1 ng/ul Dako Deutschland GmbH,

(Klon: TE-7) 1:200 0,5 ng/ul Hamburg

Negativkontrolle Maus IgG1 1:100 1 ng/ul Dako Deutschland GmbH,

IgG1 1:200 0,5 ng/ul Hamburg

Fiir die Antikorper gegen a-Actin und Stromazellen (Klon TE-7) wurden verschiedene
Konzentrationen getestet. Nach 30 Minuten wurde der Antibody-Diluent-Block abgeklopft
und die Primérantikorper aufgetragen. Nach einer Stunde Inkubationszeit in der feuchten
Kammer wurden die Schnitte einzeln mithilfe einer Plastik-Pasteur-Pipette mit 1x PBS
gespiilt und viermal 5 Minuten in 1x PBS gewaschen.

AnschlieBend wurden die Proben lichtgeschiitzt weiterverarbeitet.

Wihrend die Objekttriger in PBS lagerten, wurde der aus der Ziege stammende Sekundér-
antikorper mit PBS im Faktor 1:1.500 verdiinnt (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Sekundérantikorper

Antigen Spezies/Isotyp Verdiinnung Konzentration Produktdaten
Anti-Maus IgG- Ziege 1gG 1:1500 1,3 ng/ul Life Technologies,
Antikorper Carlsbad, CA, USA

AnschlieBend wurde der Sekundir-AK fiir 30 Minuten aufgetragen. Die Farbreaktion er-
folgte in einer feuchten Kammer. Danach wurde die Antikdrperlosung abgeklopft und die
Schnitte in PBS gewaschen. Zum Schluss wurde je ein Tropfen des Eindeck-Mediums
ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) auf
die Schnitte gegeben und mit Deckglas versehen. Das Eindeckmedium erhilt die Fluores-
zenz fiir mehrere Wochen. Das darin enthaltene DAPI féarbt zudem spezifisch den Zellkern.

Die Préparate wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

2.7 Dokumentation

Mithilfe der Hellfeld- und der Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von
CXCL17 und Actin analysiert. Die Schnitte wurden bei einer 100- bis 400-fachen Vergro-
Berung fotografiert (Axioskop 2 plus: Carl Zeiss, Jena, Germany; Nikon DS Vi 1: Nikon,
Diisseldorf, Germany) und im TIF-Format mit einer Auflosung von 1.600x1.200 Pixel und
einer Punktdichte von 96 dpi abgespeichert (Mikroskopsoftware NIS-Elements F, Nikon).
Zum Teil wurden die Bilder mit dem Programm ImageJ (Wayne Rasband, NIH, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/) digital nachbearbeitet. Dabei wurden bei den korrespondierenden
Synovialisschnitten, die mit der Sense- und der Antisense-Sonde hybridisiert worden wa-
ren, dieselben Helligkeits- und Kontrasteinstellungen angewendet. Die Abbildungen wur-
den mit Adobe Illustrator (Adobe Inc., San José, Kalifornien, USA) und Inkscape (Inksca-
pe-Projekt, https://inkscape.org/de/) erstellt.

Die verwendeten Materialien und Programme sind im Anhang aufgefiihrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Sonden und Hybridisierungsparameter

3.1.1 Proteinase-K-Konzentration

Um die Proteinverdauung zu optimieren, wurden Proteinase-K-Konzentrationen von 1 bis

3,4 ug/ml getestet.

In der Lichtmikroskopie zeigte sich, dass bei einer Proteinase-K-Konzentration von
3,4 ug/ml ein optimales Verhiltnis zwischen Sondendurchlissigkeit des Gewebes und Ge-
webeerhalt bestand. Geringere Konzentrationen fiihrten zu einer geringeren Signalintensi-

tit. Allerdings war das Gewebe in einzelnen Proben stirker beschidigt.

3.1.2 Priahybridisierung und Hybridisierungspuffer

Um die Ausbildung eines unspezifischen Hintergrundes zu verhindern, wurde eine Prihy-

bridisierung mit allen Bestandteilen der Hybridisierungslosung au3er der Sonde getestet.

Im Protokoll von Janes et al. (2010) (104) ist keine Prihybridisierung vorgesehen. In den
Schnitten, die nach diesem Protokoll behandelt wurden, war keine NBT/BCIP-Firbung des

Testgewebes nachweisbar.

Mit dem Protokoll von Kuchen et al. gelang es erstmals, ein Farbsignal in der in-situ-
Hybridiserung zu detektieren. Um den unspezifischen Hintergrund weiter zu reduzieren,
wurde der Zusatz Polyadenylsdure (poly-A) getestet (siehe Prahybridisierungspuffer H3 in
Tabelle 11). Mithilfe der im modifizierten Hybridisierungspuffer nach Kuchen et al. aufge-
l16sten 3°-getailten Sonden (siehe Abschnitt 2.4.2) wiesen die hybridisierten Zellen bei der
Auswertung mittels Hellfeldmikroskopie gute Signalstirken auf und lieBen sich visuell
deutlich vom umliegenden Gewebe abgrenzen.

In den Schnitten, die mit dem reinen Hybridisierungspuffer ohne Sonde inkubiert wurden,

war nach der Detektion kein NBT/BCIP-Signal sichtbar.
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3.1.3 Spot-Test

Um die Effizienz der DIG-Sondenmarkierung zu evaluieren, wurde ein Spot-Test durchge-
fiihrt (siehe Abschnitt 2.4.3). Dabei wurden standardisierte Verdiinnungsreihen der zu kon-
trollierenden Sonden erstellt und auf eine Nylonmembran aufgetragen (Abb. 8). Die

Membran wurde dann in einem kurzen Detektionsverfahren prozessiert.

Tube 2 3 4 5 6 7 8
Standard-Oligonukleotid aus K (V7)
GefiB 7 des Tailing Kits K @ e [ie] § @
Markiertes Kontroll- K (V6)
Oligonukleotid e e e e 3 .
ACTA2-as: A-AS
[ e 3 y
ACTA2-s: A-S oy
e 6 ¢ s
CXCL17-as: C-AS o
(&) 3 -
CXCL17-s C-S
@ 3 G

Abb. 8: Spot-Test zur Uberpriifung der Labeling-Effizienz
Verdiinnungen des markierten Standard-Oligonukleotids aus dem DIG Oligonucleotide Tailing Kit und der

neu markierten Sonden wurden auf eine Nylonmembran aufgetragen, fixiert und immunhistochemisch detek-
tiert. Zur technischen Negativkontrolle wurde jeweils am Ende der Verdiinnungsreihe 1 ul reiner Verdiin-

nungspuffer aufgetragen.

Da bei der schwichsten Konzentration von 0,78 fmol/ul (Tube 7) ein blauer Spot zu erken-
nen war, wurde die berechnete Konzentration von 4,5 pmol/ul als Ausgangskonzentration
fiir weitere Verdiinnungen verwendet. Aufgrund des fehlenden Signals bei den Spots aus
Tube 8 konnte ein unspezifisches Signal durch Bestandteile des Verdiinnungspuffers aus-

geschlossen werden.

3.1.4 Einfach markierte Sonden vs. 3¢-gefailte Sonden

Ziel bei der Auswahl der Sonden fiir die in-situ-Hybridisierung war es, nach Moglichkeit
fertig markierte Sonden zu verwenden, um den Arbeitsaufwand und die Anzahl der Stor-

faktoren so gering wie moglich zu halten.
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Trotz Optimierung der Fixierung und der Permeabilisierung ist von neun Durchldufen kein
Versuch mit den einfach markierten Sonden gelungen. Obwohl das Gewebe ausreichend
gut erhalten war, war weder bei einer Sondenkonzentration von 0,1 ng/ul noch bei einer
Konzentration von 0,25 ng/ul in der Mikroskopie ein Farbsignal zu erkennen. Auch die
verschiedenen Sondenverdiinnungsmethoden nach Janes et al. und Kuchen et al. fithrten zu
keinen interpretierbaren Ergebnissen. Die Negativkontrollen wurden an Parallelschnitten
mit den GAPDH- und CXCL17-Sense-Sonden durchgefiihrt. In diesen Schnitten war nach
der immunhistochemischen Detektion ebenfalls kein Farbsignal sichtbar. Diese Versuche
lieBen eine Weiterverwendung der einfach markierten Sonden wenig erfolgversprechend

erscheinen.

Aus diesem Grund wurden fiir die nachfolgenden Versuche ausschlie3lich Sonden ver-
wendet, die mittels 3°-Tailings markiert wurden (siehe Abschnitt 2.4.2).

Die 3‘-getailten Antisense-Oligonukleotid-Sonden, die in einem nach Kuchen et al. modi-
fizierten Prihybridisierungspuffer mit dem Zusatz poly-A aufgeldst wurden, ergaben deut-
lich positive Signale. Die Parallelschnitte, in denen mit der Sense-Sonde hybridisiert wor-
den war, wiesen hingegen an den gleichen Stellen ein negatives bzw. ein deutlich schwé-
cheres Signal auf. Eine Konzentration von 0,1 pmol/ul erwies sich als optimal hinsichtlich

des Signal-Rausch-Verhiltnisses.

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Versuche in Relation zueinander, so erzielten zu-
sammenfassend die 3°-getailten Oligonukleotidsonden in Kombination mit dem nach Ku-
chen et al. modifizierten Prihybridisierungspuffer bei einer Konzentration von 0,1 pmol/ul
die hochste Signalintensitét. Mithilfe der poly-A-Losung wurde der unspezifische Hinter-
grund deutlich reduziert (siehe Abb. 9 und Abb. 10).
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Abb. 9: in-situ-Hybridisierung von Synovialisschnitten mit der 3’-getailten Sonde CXCL17 (ohne Zu-
satz von poly-A-Losung)

Hellfeldaufnahme von Synovialisschnitten

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer 200-fachen Gesamtvergréferung fotografiert.

A: Hellfeldaufnahme eines Schnitts, der mit der Antisense-Sonde hybridisiert wurde

B: korrespondierende Hellfeldaufnahme eines Schnitts, der mit der Sense-Sonde hybridisiert wurde

%
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Abb. 10: in-situ-Hybridisierung von Synovialisschnitten mit der 3’-getailten Sonde CXCL17 (mit Zu-
satz von poly-A-Losung)

Hellfeldaufnahme von Synovialisschnitten

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer 200-fachen Gesamtvergréferung fotografiert.

A: Hellfeldaufnahme eines Schnitts, der mit der Antisense-Sonde hybridisiert wurde

B: korrespondierende Hellfeldaufnahme eines Schnitts, der mit der Sense-Sonde hybridisiert wurde

3.2 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzgegenfirbung folgte auf die immunhistochemische Detektion der
Sonden und diente der Identifikation der Zellen, in denen die Ziel-mRNA exprimiert wur-
de.

Zur Darstellung der GefdBschichten wurden Antikorper gegen vWF (Endothel bzw. Tunica
intima), o-Actin (Tunica media) und Fibroblasten (Tunica adventitia) verwendet. In syste-
matischen Optimierungsschritten wurde untersucht, ob eine proteaseinduzierte Antigende-

maskierung zu einer Signalverbesserung fiihrt.
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Bei den Schnitten, bei denen keine Antigendemaskierung stattfand, waren die Signale bei
den vWF- und Actingegenfirbungen kaum zu erkennen. Lediglich die Schnitte, auf denen

der TE-7-Antikorper eingesetzt wurde, wiesen eine zufriedenstellende Signalstéirke auf.

Im Vergleich dazu war das Fluoreszenzsignal bei vVWF und a-Actin nach der Trypsinbe-
handlung deutlich stdrker, wohingegen in den mit TE-7 gegengefirbten Schnitten keine
Signalverbesserung festzustellen war. Die Negativkontrollen dieser Versuche wurden an
Parallelschnitten mit Isotyp-Kontrollantikorpern durchgefiihrt. In diesen Schnitten war

keine Fiarbung sichtbar.

Nach diesen Versuchen war zusammenfassend festzuhalten, dass die Gegenfarbung mit
Antikorpern gegen VWF und a-Actin nur mit einer vorherigen Antigendemaskierung zu-
friedenstellend war, wohingegen TE-7 ohne eine zusitzliche Trypsinbehandlung verwen-

det werden konnte.

3.3 Ergebnisse zur Protokollentwicklung der in-situ-Hybridisierung mit Fluores-

zenzgegenfirbung

Nachfolgend werden das aus den Versuchen resultierende, erfolgreiche Protokoll der in-
situ-Hybridisierung sowie reprisentative Fotos der Gewebeschnitte als Ergebnis der Ent-

wicklungsarbeit dargestellt (sieche Abb. 11).
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Abb. 11: in-situ-Hybridisierung von CXCL17 mit Fluoreszenzgegenfirbung
Darstellung der Tunica intima mit einem Antikorper gegen von-Willebrand-Faktor (vWF). Es findet sich
keine Kolokalisation von CXCL17 in der Intima. Zwei repriasentative Ausschnitte.




Fixierung und Permeabilisierung der Gewebeschnitte

1. Fixierung 15 min in 3 % Paraformaldehyd

2. Waschen in Puffer 10 min in 1x PBS

3. Rehydrierung 2 x 5 min in Nuklease-freiem Aqua dest.

4. Proteinverdauung 15 min in 0,2 M HCL

5. Waschen in Puffer 2 x 3 min in 1 x PBS (oder ldnger)

6. Permeabilisierung 10 min in Proteinase K [3,4 pg/ml]

7. Enzyminhibierung 10 min in 0,2 % Glycin in PBS bei 4 °C

8. Acetylierung 20 min in Triethanolamin und Essigsdureanhydrid
9. Waschen in Puffer 2 x 3 min in 1 x PBS (oder ldnger)

10. Nachfixierung 30 min in 3 % Paraformaldehyd (aus Schritt 1)
11. Waschen in Puffer 2 x 3 min in 1 x PBS (oder langer)

12. Dehydrierung jeweils 2 min in 70-, 80- und 95%igem Ethanol

in-situ-Hybridisierung

1.
2.
3.

Nk

Rehydrierung 2 min in Nuklease-freiem Aqua dest.
Equilibrieren in 2 x SSC lagern
Prihybridisierung Inkubieren der Schnitte mit 100 —200 ul pro Schnitt

Prihybridisierungspuffer fiir 1 h bei RT in einer
feuchten Kammer
Entfernung des Puffers Uberschichten der Schnitte mit 2 x SSC
Auftragen der Sonde Sonde vorher 5 min bei 80 °C denaturieren
Mit Deckglas versiegeln

iber Nacht bei 42 °C hybridisieren in feuchter Kammer

Posthybridisierungsbehandlung und immunhistochemische Detektion der Sonden

1.
2.

A

Entfernung der Deckglidser 3 x 5 min mit 2 x SSC

Waschen mit Losung A 5 min bei 42 °C

Detergenz-Behandlung in 1x-, 0,5x-, 0,25x-, 0,125x-SSC mit 0,1 % SDS fiir
jeweils 15 min bei 42 °C

Waschen in Puffer 1 5 min, RT unter Schiitteln oder Riihren

Block 30 min in 1 x Blockierungslosung

Auftragen des DIG-AK 1 h bei RT in feuchter Kammer inkubieren

Waschen 2 x waschen in Puffer 1 je 15 min, RT unter Schiitteln

oder Riithren
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8.

Start Fiarbereaktion

Detektionslosung auf die Schnitte geben

9. Firbereaktion in feuchter Kammer iiber Nacht bei 4 °C (mit Deckglédsern) oder

tagsiiber (ca. 3-4 h bei RT) ablaufen lassen

Stopp der immunologischen Detektion und Immunfluoreszenzgegenfirbung

1.

N

Ab hier lichtgeschiitzt arbeiten
0.

A

Stopp der Reaktion
Waschen
Trypsinbehandlung
Waschen

Blockierungsreaktion

Primiar-AK
Short wash in PBS

Waschen

Sekundir-AK

10. Waschen

Waschen in A. dest.

2 min in 1x PBS

10 min in 0,1 % Trypsinlosung bei 37 °C

2 min in 1x PBS

je 1 Tropfen Antibody diluent auf Schnitte geben und
30 min bei RT in feuchter Kammer inkubieren

1 h inkubieren lassen

Schnitte mithilfe einer Plastik-Pasteur-Pipette mit 1x
PBS abspiilen

4 x 5 min in 1x PBS

30 min bei RT inkubieren lassen

2 x 3 min in PBS

11. Eindecken mit Prolong Gold (gleichzeitig Kernfiarbung mit DAPI, iiber Nacht ein-

wirken lassen)

3.4 Untersuchungen zur Expression von Actin

Die Hybridisierung mit der Sonde gegen alpha-Actin nach dem oben erwéhnten optimier-

ten Protokoll ergab ein spezifisches Signal ohne signifikanten Hintergrund.

Die Verteilung des Signals lie wie erwartet auf Gefdlle schlieBen. Um die spezifische

Bindung der 3-getailten Sonde zusitzlich zu iiberpriifen, wurde eine Lokalisationsdiag-

nostik mit Antikorpern gegen die drei Gefial3schichten Tunica intima (von-Willebrand-

Faktor), Tunica media (alpha-Actin) und Tunica adventitia (TE-7) durchgefiihrt. In der

Fluoreszenzmikroskopie war wie erwartet eine Kolokalisation des NBT/BCIP-Signals der

Sonde und des Immunfluoreszenzsignals in der Tunica media festzustellen. Die Tunica

media besteht bekanntlich aus glatten Muskelzellen.
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Aus den Ergebnissen der Versuche geht hervor, dass die Etablierung der in-situ-
Hybridisierung mit Actin erfolgreich war. Da das Verteilungsmuster von alpha-Actin und
die alpha-Actin exprimierenden Zellen bekannt sind, konnte die korrekte Sondenbindung
per Immunfluoreszenz-Gegenfarbung bestitigt werden. Die Expression der alpha-Actin-
mRNA lieB3 sich eindeutig der Media synovialer Gefalle zuordnen (Doppelfirbung mit
ASMA), wihrend sich keine Kolokalisation von alpha-Actin in der Intima (vWF) oder
Adventitia (TE7) zeigte (sieche Abb. 12).

DAPI FITC alpha-Actin overlay
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Abb. 12: Expression von alpha-Actin in der in-situ-Hybridisierung in Synovialisschnitten

3.5 Untersuchungen zur Expression von CXCL17

Die Hybridisierung mit der Sonde gegen CXCL17 ergab ein spezifisches Signal ohne sig-
nifikanten Hintergrund.

Die Verteilung des Signals lie3 auf Gefdlle schlieBen. Um die CXCL17-exprimierenden
Zellen nidher zu identifizieren, wurde eine Lokalisationsdiagnostik mit Antikorpern gegen
die drei GefidBschichten Tunica intima (von-Willebrand-Faktor), Tunica media (alpha-
Actin) und Tunica adventitia (TE-7) durchgefiihrt. In der Fluoreszenzmikroskopie war eine
Kolokalisation des NBT/BCIP-Signals der Sonde mit dem Immunfluoreszenzsignal in der
Tunica media festzustellen. Die Tunica media besteht bekanntlich aus glatten Muskelzel-

len.
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Die Expression der CXCL17-mRNA lieB sich eindeutig der Media synovialer Geféalle zu-
ordnen (Doppelfdarbung mit alpha-Actin), wihrend sich keine Kolokalisation von CXCL17
in der Intima (vVWF) oder Adventitia (TE7) zeigte (siche Abb. 13). CXCL17 konnte nicht
in der Deckzellschicht nachgewiesen werden (siche Abb. 14).

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass das Chemokin CXCL17 von glatten Muskelzellen in

der Tunica media synovialer Mikrogefi3e exprimiert wird.

DAPI FITC cxcLz overlay
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Abb. 13: Expression von CXCL17 in der in-situ-Hybridisierung in Synovialisschnitten

Die Expression der CXCL17-mRNA lie8 sich eindeutig der Media synovialer Gefdfle zuordnen (Doppelfir-
bung mit alpha-Actin), wihrend sich keine Kolokalisation von CXCL17 in der Intima (vWF) oder Adventitia
(TE7) zeigte.

A B

Abb. 14: in-situ-Hybridisierung von Synovialisschnitten mit der 3’-gefailten Sonde CXCL17
Hellfeldaufnahme von Synovialisschnitten mit Deckzellschicht

A: Hellfeldaufnahme eines Schnitts, der mit der Antisense-Sonde hybridisiert wurde

B: korrespondierende Hellfeldaufnahme eines Schnitts, der mit der Sense-Sonde hybridisiert wurde
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels einer Kombination aus in-situ-Hybridisierung
und direkt folgender Immunfluoreszenz-Gegenfarbung erstmals gezeigt werden, dass
CXCL17 von glatten Muskelzellen in der Tunica media von Gefallen in der Synovialis
exprimiert wird. In Folge wurde das Verfahren mit einer Sonde gegen alpha-Actin getestet

und die Spezifitit der Hybridisierung bestitigt.

Die Untersuchung von Synovialisproben hat in den vergangenen Jahren bei der Erfor-
schung der RA an Bedeutung gewonnen. Molekulare und immunhistochemische Methoden
dienen dazu, pathophysiologische Vorginge bei dieser Erkrankung besser nachzuvollzie-
hen (116). Inwiefern dieser Nutzen auf die angewandten Methoden zutrifft, wird in Ab-

schnitt 4.1 diskutiert.

Aufgrund zahlreicher immunologischer und molekulargenetischer Untersuchungen kénnen
einige Aspekte der Pathophysiologie heute besser verstanden werden. Bei der rheumatoi-
den Arthritis handelt es sich um eine entziindliche Erkrankung mit angiogener Komponen-
te. D. h. die Verstetigung der synovialen Angiogenese ist assoziiert mit der Aufrechterhal-
tung der Entziindung und trigt so mageblich zur Gelenkzerstorung bei. Die physiologi-
sche Angiogenese ist ein streng regulierter, zeitlich limitierter Prozess. In gesunden Gefa-
Ben befinden sich lediglich 0,01 % der Endothelzellen im Stadium der Zellteilung. Bei der
RA ist im Gegensatz dazu die Angiogenese zeitlich pathologisch verldangert (83).

Die Rolle von CXCL17 in der Pathogenese der RA wird in Abschnitt 4.4 diskutiert. Weder
zum Expressionsort noch zur Funktion von CXCL17 in der Synovialis liegen Daten vor.
Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, iiber eine molekulare Lokalisati-
onsdiagnostik den Expressionsort von CXCL17 in der Synovialis zu bestimmen.

In Vorarbeiten wurde CXCL17 immunhistochemisch nachgewiesen. Der Expressionsort
und der Wirkort von Proteinen sind allerdings in vielen Féllen verschieden, da Proteine oft
sezerniert und andernorts aufgenommen werden (117). Dieser Umstand begriindete die

weitere Erforschung dieses Chemokins in der aktuellen Arbeit.

49



4.1 Diskussion der angewandten Methoden

4.1.1 in-situ-Hybridisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden an Gefrierschnitten von Synovialisproben in-situ-
Hybridisierungen durchgefiihrt. Ziel war es, ein zuverldssiges Routineprotokoll fiir ISHs an
Synovialisgewebe zu etablieren.

Aus den Ergebnissen der Proteinase-K-Konzentrationsreihe konnte geschlussfolgert wer-
den, dass die Proteinase-K-Konzentration sorgsam titriert werden muss. Die mikroskopi-
sche Auswertung der Versuchsvarianten ergab, dass die Durchfiihrung eines Prahybridisie-
rungsschritts fiir ein signifikantes Signal in der in-sifu-Hybridisierung hilfreich war. Durch
den Prihybridisierungsschritt haben die Bestandteile des Hybridisierungspuffers mehr Zeit,
unspezifisch bindende Strukturen im Gewebe oder auf dem Objekttriger abzusittigen als
bei gleichzeitiger Inkubation mit der Sonde. Dies fiihrt zu einer geringeren Hintergrundfir-
bung.

Nachdem mit diesem Protokoll die ISH an Synovialisgefrierschnitten etabliert werden
konnte, wurde als nichstes die molekulare Lokalisationsdiagnostik per Immunfluoreszenz-
farbung erarbeitet. Dabei wurden fiir die -eingesetzten Antikorper Antigen-

Demaskierungsverfahren zur Signalverstirkung getestet.

Die ISH ist eine anspruchsvolle und sehr zeitaufwindige molekularbiologische Methode,
die viele Wasch- und Inkubationsschritte enthélt. Eine erfolgreiche Etablierung erfordert
eine individuelle Anpassung der Gewerbevorbereitung, der Hybridisierungsbedingungen
und anderer Parameter (118).

Die Integritdt der Ziel-mRNA ist elementar fiir die erfolgreiche Entwicklung einer in-situ-
Hybridisierung (105). Entscheidend ist auSerdem, dass die Sonden in die Zellen eindringen
konnen, um mit der mRNA zu hybridisieren und dann ausreichend stark detektiert werden

zu konnen. Dabei sollte die Hintergrundfirbung so gering wie moglich bleiben (119).

Trotz des Aufwandes hat die ISH entscheidende Vorteile gegeniiber anderen Methoden:
Zum einen ermoglicht sie die verlédssliche Lokalisierung und Untersuchung von kiirzlich
isolierten Gensequenzen im Kontext der Gewebemorphologie sowie die zuverldssige Iden-
tifizierung von exprimierenden Zellen, selbst wenn die RNA-Expression zu gering ist fiir
eine Northern-Blot-Analyse. Zum anderen kann dieses Verfahren unverziiglich angewen-
det werden, sobald eine bestimmte Gensequenz bekannt ist. So ldsst sich eine Zielstruktur

bereits untersuchen, noch bevor ein spezifischer Antikorper verfiigbar ist (117). Hinsicht-

50



lich der Sonden bewihrten sich die 3°-getailten, mit DIG markierten Oligonukleotidson-
den. Da die Tailing-Reaktion Template-unabhidngig verlduft, konnen auch relativ kurze

Oligonukleotide effektiv markiert werden.

Zudem lassen sich die genexprimierenden Zellen genau identifizieren, indem die ISH und
der immunhistochemische Nachweis protein- und zellspezifischer Antigene an einem
Schnitt kombiniert werden. Diese Doppelmarkierung ist ein entscheidender Vorteil gegen-

iber der separaten Durchfiihrung der Methoden an Serienschnitten (117).

4.1.2 Immunfluoreszenzgegenfirbung

Die Auswertung der ISH ergab, dass CXL17 in der GefdBwand exprimiert wird. Ohne wei-
tere immunzytochemische Untersuchungen konnte allerdings keine Aussage iiber die Iden-
titdt der CXCL17-exprimierenden Zellen und ihre Lage zu den in der GefdBwand vor-

kommenden Zellen getroffen werden. Um die mRNA-haltigen Zellen eindeutig zu identifi-
zieren, wurden die ISH und die Gegenfiarbung zur Darstellung der GefdBwandschichten an

einem Schnitt durchgefiihrt.

Der Antikorper gegen den von-Willebrand-Faktor ist ein gelaufiger Antikorper zur Markie-
rung von Endothel (120). In fritheren Studien von Goodpaster et al. erwiesen sich die Anti-
korper gegen alpha-Actin und der Klon TE-7 als zuverlédssige Antikdrper zum Nachweis

der glatten Muskelzellen in der Tunica media und der Fibroblasten in der Tunica adventitia

der Gefawand (121).

Die Darstellung von adventitiellen Fibroblasten per Immunfluoreszenz-Gegenfiarbung war
erfolgreich. Daher wurden die weiteren Versuche mit dem TE-7-Antikdrper ohne weitere
Behandlung des Gewebes durchgefiihrt. Die ersten Detektionsversuche von vWF und al-
pha-Actin, bei denen das Gewebe nicht zusétzlich behandelt worden war, fiihrten hingegen
zu keinen interpretierbaren Ergebnissen in der Immunfluoreszenzmikroskopie. Da die in-
situ-Hybridiserung auf denselben Schnitten ein gut verwertbares Signal ergab, wurde ge-
schlussfolgert, dass die entsprechenden Antigene maskiert worden waren und die Immun-
reaktivitit abgenommen hatte. Als Antigenmaskierung werden fixierungsbedingte Vernet-
zungsreaktionen bezeichnet, aufgrund derer die Bindung des priméren Antikérpers zum

Zielantigen nicht moglich bzw. erschwert ist. Im Falle von Formaldehyd, das in der vorlie-
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genden Studie zur Fixierung verwendet wurde, fiihrt die Reaktion mit verschiedenen Ami-
nosdureresten an den Epitopen zur Addition von funktionellen Gruppen wie etwa Methy-
lengruppen. Otali et al. haben in einer systematischen Untersuchung demonstriert, wie aus
diesen Reaktionen eine Veridnderung der nativen Architektur des Epitops und damit die

Denaturierung resultieren (122).

Dapson et al. haben in ihrer Arbeit festgestellt, dass sich formalinbedingte Quervernetzun-
gen am besten mit enzymbasierten Antigendemaskierungsverfahren aufbrechen lassen
(123). Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Trypsin spaltet Peptide ab, die das Epi-

top maskieren. So wird die Immunreaktivitdt wiederhergestellt (124).

4.2 Limitationen und methodische Einschrinkungen

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind einige Einschrinkungen zu beriicksichtigen:

Zunichst gibt es grundsitzlich potenzielle Storfaktoren, die zu einer Degradation der RNA
filhren konnen. Bei der Durchfiihrung der ISH muss unbedingt auf RNAse-freie Arbeitsbe-
dingungen geachtet werden Es ist beispielsweise nicht nachvollziehbar, wie schnell die
Gewebeproben nach Entnahme zur Gefrierschnittvorbereitung eingebettet und eingefroren
wurden. Bei der Probenentnahme bzw. einer lingeren Verweildauer im Freien ist eine Ge-
webe-Kontamination mit RNAse nicht auszuschlie3en. Das fiir die Untersuchungen dieser
Arbeit genutzte Gewebe wurde von den Mitarbeiterinnen im Rheinischen Rheumazentrum
aufgearbeitet. Es ist daher moglich, dass einzelne Gewebeproben bereits kontaminiert im
Labor angekommen sind und die Gewebeproben somit zum Zeitpunkt der Verwendung

unterschiedlich gut erhalten waren.

Inwieweit sich die Exprimierung von CXCL17 bei OA- und RA-Patienten unterscheidet,
lasst sich aus diesen Untersuchungen nicht ableiten. Die hohe interindividuelle Variabilitét
der verschiedenen Gewebeproben erschwert einen Vergleich verschiedener Proben. Diese

Frage kann moglicherweise mit weniger fehleranfélligen Methoden beantwortet werden.

Diese Limitationen sollten in zukiinftigen Forschungsarbeiten beriicksichtigt und behoben

werden.
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4.3 Nachweis und Untersuchung der Expression von Actin

Der Hauptzweck fiir die Etablierung der ISH gegen Actin bestand darin, die Methode an
einer Zielstruktur mit bekanntem Expressionsort zu testen, die dariiber hinaus zuverléssig
per Immunfluoreszenz nachgewiesen werden kann. So sollte die Spezifitit der Methode
tiberpriift werden. Die Ergebnisse korrelieren mit den Ausfithrungen von Crnogorac-
Jurcevic et al., dass sich iiber die Detektion einer Zielstruktur per ISH und per Immunfluo-

reszenzgegenfiarbung am selben Schnitt Antikorper validieren lassen (117).

4.4 Nachweis und Untersuchung der Expression von CXCL17

4.4.1 CXCL17 als potenzieller Angiogenesefaktor in der Synovialis bei der

rheumatoiden Arthritis

Im Jahre 1982 formulierten Rothschild et al. die Hypothese, dass es bereits in der friihen
Phase der RA zu Gefillverdnderungen kommt und diese eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese spielen (125). Die ,vaskuldre Hypothese* der RA war seitdem Gegenstand
zahlreicher Publikationen. Als Angiogenese bezeichnet man die Entstehung neuer Blutge-
fale aus bereits bestehenden BlutgefidBen. Ihr wird eine zentrale Rolle in der Pathogenese
zahlreicher entziindlicher Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis und der
Atherosklerose zugeschrieben. Bei der RA fiihrt die exzessive Migration von Leukozyten
in das entziindete Gelenk zur Neubildung zahlreicher Gefidlle, um dem steigenden Sauer-
stoff- und Energiebedarf nachzukommen. Die proangiogenen Faktoren dominieren gegen-
iber den angiostatischen Faktoren und stimulieren so die Gefdneubildung. Mit der Neo-
vaskularisation wird die Synovitis aufrechterhalten. Die Bildung neuer Gefil3e spielt auf-
grund dessen eine zentrale Rolle in der Progression der RA (84). Dieser Befund deckt sich
mit der Beobachtung von Rooney et al., dass die Zahl der synovialen Blutgefidf3e mit der
Hyperplasie von Synoviozyten, der Monozyteneinwanderung und mit der Schmerzemp-

findlichkeit der Gelenke korreliert (126).

Das Chemokin CXCL17 wurde bei seiner Entdeckung im Jahre 2006 als VEGF co-
regulated chemokine 1 (VCC-1) bezeichnet. Es handelt sich um ein Protein, das mit
VEGEF, dem growth related oncogene peptide (GRO1, auch bekannt als CXCL1) und Inter-
leukin-8 (IL-8, auch bekannt als CXCLS8) koreguliert und gemeinsam mit ihnen an der An-
giogenese beteiligt ist (34, 127, 128). Weinstein et al. gehen davon aus, dass dieser Path-
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way iiber die drei letztgenannten Proteine mit Signalwegen der Entziindungsreaktion und
der Apoptose verbunden ist (34). Die angiogenen Eigenschaften von CXCL17 wurden von
Lee et al. bestitigt (45). Diese fanden heraus, dass CXCL17 die Expression von VEGF,
dem stirksten proangiogenen Faktor, steigert. Die Tatsache, dass ein Uberschuss an
CXCL17 die Tumorgenese fordert, korreliert mit den Forschungsergebnissen von Brown et
al., denen zufolge Synovialisproben von RA-Patienten einen dem Tumorangiogenesefaktor
sehr dhnlichen Angiogenesefaktor enthielten (129). Turner et al. zdhlen CXCL17 zu den
ELR-negativen CXC-Chemokinen und schlieen daraus, dass CXCL17 angiostatisch wirkt
(130). Dieser Befund widerspricht den Ergebnissen der Arbeit von Lee et al, auf die sich
Turner et al. beziehen. Weinstein und Lee et al. sind in ihren jeweiligen Arbeiten zu dem
Schluss gekommen, dass CXCL17 an der Angiogenese beteiligt ist (34, 45).

Die Beispiele CXCL12 und CXCL17 zeigen, dass ELR-negative Chemokine indirekt die
Angiogenese fordern konnen, indem sie die Produktion angiogener Chemokine wie VEGF

stimulieren (40).

Betrachtet man zusammenfassend die Ergebnisse der molekularen Lokalisationsdiagnostik
in der vorliegenden Arbeit und setzt sie in Relation zu den bisherigen Erkenntnissen zur
Angiogenese und zum Chemokin CXCL17, so ist denkbar, dass CXCL17

1. Einfluss auf die synoviale Angiogenese bei der RA nimmt

2. direkt am Ort der Angiogenese exprimiert wird (mdglicher autokriner Mechanis-

mus).

4.4.2 Glatte GefiBmuskelzellen und die mogliche Rolle von CXCL17 bei Ent-

ziindungsprozessen

Durch die in dieser Arbeit angewandte Doppelmarkierung von CXCL17-mRNA und zell-
spezifischen Antigenen auf einem Schnitt wurde nachgewiesen, dass es sich bei den
CXCL17-mRNA-haltigen Zellen um vaskulire glatte Muskelzellen (vascular smooth
muscle cells, VSMC) handelt. Der dreischichtige Aufbau der Gefid3e und der mikroskopi-
sche Befund lassen darauf schlielen, dass es sich um Arteriolen in der Subintima der Sy-

novialis handelt.

Glatte GefidBmuskelzellen wurden bisher vor allem in Zusammenhang mit der Atheroskle-

rose erforscht. Die RA und die Atheroklerose als Ursache kardiovaskuldrer Ereignisse sind
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durch gemeinsame pathophysiologische Faktoren, Risikofaktoren und die zentrale Rolle
der Entziindung eng miteinander verbunden (siehe 1.3.3). Obwohl unter den klinischen
Manifestationen der RA die Gelenkentziindung am prominentesten ist, zdhlen atheroskle-
rotische kardiovaskulédre Erkrankungen zu den Hauptursachen fiir die gesteigerte Mortalitit
von RA-Patienten (91). Es wird angenommen, dass die chronische Entziindung in der RA
zu einer beschleunigten Atherosklerose beitrigt (131). Erkenntnisse iiber die Rolle von
VSMCs bei der Atherosklerose sind daher grundsitzlich auch relevant fiir die Bewertung

der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

VSMCs sind bekanntlich in der Lage, ihren Phénotyp infolge von Umweltreizen zu verén-
dern und weisen ein breites Spektrum an Phénotypen zwischen differenziert (kontraktil)
und entdifferenziert (synthetisch) auf, wobei die VSMC im synthetischen Status proliferie-
ren und migrieren konnen. Die andauernde Proliferation der VSMC fiihrt langfristig zur
Seneszenz, die sich durch einen irreversiblen Zellteilungsstopp auszeichnet (siche Ab-

schnitt 1.1.2).

Gardner et al. untersuchten die inflammatorische Wirkung seneszenter VSMCs in der
Atherosklerose und stellten fest, dass seneszente vaskulidre glatte Muskelzellen iiber die
Sekretion von autokrin wirkendem Interleukin-1o (IL-10) einen sogenannten Seneszenz-
assoziierten sekretorischen Phianotyp (SASP) ausbilden. Dabei setzen sie zahlreiche pro-
inflammatorische Zytokine und Chemokine wie das Monozyten-chemotaktische Protein 1
(MCP-1) frei, die durch die Aktivierung umliegender Endothelzellen Atherosklerose-
fordernde Eigenschaften besitzen. Daraus wurde geschlussfolgert, dass seneszente VSMCs
zu chronischen Entziindungsprozessen beitragen, die mit der Atherosklerose assoziiert sind
(13). Die Untersuchungen stiitzen die These von Bennett et al., dass die Atherosklerose mit
einer vorzeitigen Seneszenz unter anderem von VSMCs assoziiert ist. Zudem wurde fest-
gestellt, dass verschiedene Phinotypvarianten der VSMCs zu einer Entziindungsreaktion

und einer Monozytenchemotaxis fithren (23).

Vor dem Hintergrund, dass CXCL17 von vaskuldren glatten Muskelzellen exprimiert wird
und es zahlreiche Voruntersuchungen hinsichtlich der proinflammatorischen Wirkung von
VSMCs gibt, ist denkbar, dass CXCL17 ebenfalls zu den autokrin bzw. parakrin wirken-
den Chemokinen gehort, die durch glatte GefaBmuskelzellen sezerniert werden. Um wel-

chen Phénotyp genau es sich dabei handelt, muss niher untersucht werden.
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Auch die Funktion von CXCL17 in der Synovialis muss noch untersucht werden. Uber die
mogliche Rolle von CXCL17 in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis liegen bisher
keine Arbeiten vor.

Die Rolle der glatten GefaBmuskelzellen bei Entziindungsprozessen lidsst die Vermutung
zu, dass CXCL17 kein rein antiinflammatorisches Chemokin ist. Die teils widerspriichli-
chen Angaben wurden bereits eingangs besprochen (siehe Abschnitt 1.2.2). Zusammenfas-
send betrachtet sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in Relation zu den Er-
kenntnissen iiber VSMCs eher fiir die Schlussfolgerungen von Burkhardt et al., dass es
sich bei CXCL17 um ein Chemokin mit Doppelfunktion handelt. Duale Chemokine wer-
den sowohl unter homdoostatischen als auch inflammatorischen Bedingungen exprimiert.
Die Befunde von Herndndez-Ruiz et al. stiitzen diese These. So wurde eine homdoostatische
CXCL17-Expression im oberen Gastrointestinaltrakt nachgewiesen. Im unteren Gastroin-
testinaltrakt hingegen konnte CXCL17 nur bei einer Entziindung oder bei dort liegenden
Tumoren nachgewiesen werden (35).

Nach Lee et al. wirkt CXCL17 chemotaktisch auf Monozyten und Makrophagen (45). Da-
her ist CXCL17 moglicherweise Teil eines Mechanismus, iiber den synoviale glatte Ge-
faBmuskelzellen Chemotaxis betreiben und inflammatorisch wirken. Dieser Mechanismus

stellt einen interessanten Ansatz fiir Folgearbeiten dar und spricht fiir die These, dass die

Zellen am Ort des Entziindungsgeschehens nicht nur auf die Stimulation durch das Immun
system reagieren, sondern selbst aktiv Immunzellen rekrutieren und die Entziindungsreak-
tion aufrechterhalten (6). So sind beispielsweise fibroblastenartige Synoviozyten (FLS) als
direkt verantwortliche Schliisselspieler fiir den Entziindungsprozess und die Gelenkde-

struktion in der Pathogenese der RA anerkannt (7).

Die Erkenntnisse iiber den Expressionsort von CXCL17 in der Synovialis und die bekann-
ten Fakten iiber die Rolle von glatten Muskelzellen bei entziindlichen Prozessen legen den
Verdacht nahe, dass CXCL17 an der Gelenkentziindung in der RA beteiligt ist. Es ist noch
weiter zu untersuchen, iiber welchen Mechanismus bzw. welche stimulierenden Faktoren

die VSMC zur Expression von CXCL17 aktiviert werden.
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4.5 Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse und Ausblick

In dieser Arbeit ist es gelungen,

1. den Nachweis zu erbringen, dass CXCL17-mRNA von Mediazellen synovialer Ge-
faBe exprimiert wird,

2. ein routinetaugliches Protokoll fiir die in-situ-Hybridisierung (ISH) mit 3‘-getailten
Oligonukleotiden in Kombination mit einer Immunfluoreszenz-Gegenfiarbung fiir
Synovialis zu erarbeiten.

Die Etablierung der in-situ-Hybridisierung erfolgte an alpha-Actin und CXCL17. Durch
die in dieser Arbeit angewandte Doppelmarkierung von mRNA und Antigenen auf einem
Schnitt wurde nachgewiesen, dass CXCL17 von glatten Muskelzellen in der Tunica media

synovialer Gefdlle exprimiert wird.

An die Erkenntnisse dieser Arbeit schlieB3en sich folgende Fragen an, die in weiteren Stu-
dien untersucht werden konnten:

1. Besteht ein Expressionsunterschied von CXCL17 zwischen OA- und RA-
Patienten?
Um welchen Phénotyp handelt es sich bei den CXCL17-exprimierenden VSMC?
Uber welchen Rezeptor bzw. welche Rezeptoren wirkt CXCL17 an der Synovialis?

Wo in der Synovialis ist der CXCR8-Rezeptor exprimiert?

ok »n

Uber welchen Mechanismus bzw. welche stimulierenden Faktoren exprimieren
VSMC CXCL17?

Stimuliert CXCL17 die Angiogenese in der Synovialis?

Wirkt CXCL17 proinflammatorisch in der Synovialis?

Lisst sich CXCL17 als Prognosemarker verwenden?

o o =2

Eignet sich CXCL17 als therapeutisches Target?

Zunichst erscheint die Erforschung der synovialen Entziindung und der Angiogenese sinn-
voll bei der RA, da beide Prozesse bekanntlich eine zentrale Rolle in deren Pathogenese
spielen. Es wird angenommen, dass die Expression bestimmter inflammatorischer und an-
giogener Chemokine ebenso wie die Zahl der neu entstandenen Blutgefille mit dem Aus-
maf der synovialen Inflammation und dem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert sind
(40). Die Inhibition der Neovaskularisation im Gelenk kann folglich die Synovitis lindern

und der Pannusbildung entgegenwirken (84, 132). So besteht beispielsweise die Moglich-
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keit, mithilfe von Chemokin- bzw. Chemokinrezeptor-Inhibitoren die synoviale Inflamma-

tion zu kontrollieren (40).

Ein weiterer praktischer Nutzen der Identifizierung neuer angiogener Mediatoren besteht
darin, dass sie meist Teil einer Kaskade und somit kreuzreguliert sind. Die Blockade eines
angiogenen Mediators kann folglich moglicherweise auch die Aktivitdt anderer Faktoren

einschrinken und die RA-Therapie verbessern (84).

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen fiir die These von Guo et al., dass der Rezeptor
CXCRS8 auch auBerhalb der bisher bekannten Gewebe vorkommt und in der Synovialis mit
CXCLI17 iiber parakrine oder andere Mechanismen interagiert (49). Es erscheint daher
sinnvoll, die CXCL17-CXCR8-Achse in Bezug auf die Interaktionen und die klinische
Bedeutung fiir die rheumatoide Arthritis weiter zu erforschen und das Expressionsmuster

des CXCR8-Rezeptors zu untersuchen.

Inwiefern CXCL17 und CXCRS8 miteinander interagieren, ist noch nicht abschlieBend ge-
klart. Park und Binti Mohd Amir et al. konnten in ihren Arbeiten bestitigen, dass CXCL17
chemotaktisch auf THP-1-Zellen wirkt. Im Gegensatz zu Maravillas-Montero et al. fanden
sie bei diesem Vorgang aber keinen Nachweis fiir eine Interaktion mit CXCRS. Stattdessen
fanden sie heraus, dass CXCL17 auch bei einer gezielten Blockade von CXCRS8 bzw.
GPR35 die Migration von THP-1-Zellen fordert und in dieser Hinsicht unabhéngig agiert.
Die Ergebnisse dieser Studien legen die Vermutung nahe, dass es noch einen anderen bis-
her unbekannten Rezeptor fiir CXCL17 gibt (133, 134). Aus diesem Grund wird CXCL17
mitunter nach wie vor als verwaistes (orphan) Chemokin ohne spezifischen Rezeptor be-

trachtet (135).

Die Rolle von CXCL17 als Biomarker wurde im Kontext unterschiedlicher maligner und
non-maligner Erkrankungen untersucht. Hinsichtlich der Eignung von CXCL17 als prog-
nostischem Marker nehmen Weinstein et al. an, dass CXCL17 als sezerniertes Chemokin
auch im Blut und im Urin nachweisbar sein sollte. Sie schlagen daher vor, CXCL17 als
indirekten Marker fiir die Effektivitdt von zytotoxischen und antiangiogenen Therapien zu
priifen (34). Neuere Veroffentlichungen zu CXCL17 sprechen fiir diesen Ansatz.

So ist es Choreilo et al. gelungen, anhand der Serumspiegel von CXCL17 bei Patienten mit
Atemwegserkrankungen das Influenza-A-Virus HIN1 (A/HIN1) vom Coronavirus SARS-

CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) und anderen Atemwegser-
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krankungen abzugrenzen. In ihrer Studie war ein spezifischer Anstieg der CXCL17-
Spiegel im Blutserum von Patienten mit A/HIN1 zu beobachten, nicht jedoch bei Patien-
ten, die sich mit SARS-CoV-2 oder Tuberkulose infiziert hatten. Sie betonen den Nutzen
von CXCLI17 als prognostischem Biomarker, da bei Influenzapatienten erhohte Serum-
spiegel von CXCL17 mit einem erhohten Risiko fiir Nierenversagen und einer erhohten
Mortalitét assoziiert sind. Auch bei Patienten mit instabiler Angina pectoris wurde im Ge-
gensatz zu denen mit einer stabilen Angina pectoris ein signifikanter Anstieg des CXCL17-
Serumspiegels beobachtet. Gong et al. schlagen daher CXCL17 als potenziellen neuen
Biomarker vor, um nach dem Ausschluss eines akuten Myokardinfarkts eine instabile von
einer stabilen Angina pectoris zu differenzieren. Sie postulieren zudem einen Zusammen-
hang zwischen dem CXCL17-Serumspiegel und der Entziindungsaktivitit sowie der Insta-

bilitdt der atherosklerotischen Plaques der Gefi3wand (136).

Laut Rashad et al. konnte die Untersuchung der CXCL17-Expression insbesondere bei
wenig differenzierten Kolonkarzinomen, bei denen der CEA-Wert (Carcinoembryonic
antigen, karzinoembryonales Antigen) im Blut relativ niedrig ist, eine niitzliche Ergdnzung
zu den klassischen Tumormarkern darstellen. Dabei scheint die Expression von CXCL17
durch Tumorzellen in regionalen Lymphknoten bei Patienten mit Kolonkarzinom auf eine
ungiinstige Prognose hinzudeuten.

Die vorbeschriebenen Erkenntnisse zu CXCL17 als Entziindungs- und Tumorwachstums-
faktor (vgl. Abschnitt 1.2.2) legen nahe, dass CXCL17 auch in der RA als Marker unter-
sucht werden sollte. Die vermehrte CXCL17-Expression in der Synovialis konnte auf einen

akuten Schub oder eine besonders rasch fortschreitende Form der RA hindeuten.

Um die Rolle von CXCL17 als pharmakologischen Angriffspunkt zu evaluieren, sind eine
genaue Erforschung der pathogenetischen Zusammenhiinge und die Uberpriifung der Hy-
pothesen aus Abschnitt 4.4.1 sinnvoll. Hierzu bieten sich beispielsweise Zellkulturmodelle
an. Einerseits lassen sich Zellen, die mit dem zentralen inflammatorischen Zytokin TNF-a
stimuliert wurden, mit unstimulierten Zellen hinsichtlich der Expression von CXCL17 ver-
gleichen. Andererseits sehen Gowhari Shabgah et al. in der Blockade des GPR35-
Rezeptors bzw. des CXCL17-/GPR35-Signalwegs einen moglichen therapeutischen Ansatz
in der Krebstherapie (135). Diesbeziiglich fanden Hsu et al. bei ihrer Arbeit mit Lungen-
metastasen von Mammakarzinomen heraus, dass die gezielte Blockade von GPR35 durch
den kompetitiven Antagonisten CID2745687 die CXCL17-abhéngige Migration von mye-
loiden Suppressorzellen (Myeloid-derived suppressor cells, MDSC) unterdriickt. Dadurch
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wird die Bildung einer primetastasierenden Nische, in die der Primadrtumor metastasieren
kann, verhindert (137). Die Untersuchungen an Metastasen von Adenokarzinomen der
Lunge sind ein weiteres Indiz fiir das therapeutische Potenzial einer CXCL17-Blockade.
Saracatinib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der den Src-FAK-Signalweg blockiert (vgl.
Abschnitt 1.2.2) und somit die CXCL17-vermittelte Migration von Makrophagen und die
Bildung einer priametastasierenden Nische im Bereich der Wirbelsdule erschwert (59).
Auch der GPR35-Rezeptor ist Gegenstand der Forschung. Aus den Arbeiten mit den
GPR35-Agonisten Kynurensdure und Zaprinast lasst sich schlieBen, dass GPR35 ein mog-
liches pharmakologisches Target bei der Behandlung von neuropathischen und inflamma-
torischen Schmerzen ist (57, 138). Diese Anséitze sollten auch im Kontext der rheumatoi-

den Arthritis untersucht werden.

Mithilfe des in der vorliegenden Arbeit etablierten Verfahrens zur molekularen Lokalisati-
onsdiagnostik konnen in Zukunft neue Targets in der Synovialis identifiziert werden, an-
hand derer neue Medikamente entwickelt werden konnen. McInnes und Schett heben in
ihrer Arbeit hervor, welche herausragenden Erfolge bei der Therapie der RA auf der
Grundlage neuer immunologischer Erkenntnisse erzielt wurden (139). Pitzalis et al. fiihren
als weiteres Argument fiir die hohe praktische Bedeutung molekularer und immunhisto-
chemischer Untersuchungen von Synovialisproben an, dass sich auf diese Weise die Aus-
wirkungen medikamentoser Interventionen auf die Produktion von Zytokinen, gelenkscha-
digenden Enzymen und anderen entziindlichen Mediatoren untersuchen lassen (116). Scott
und MclInnes et al. prognostizieren einen Ubergang zu einer molekularen Taxonomie, die
Untergruppen der RA mit unterschiedlichen prognostischen und therapeutischen Konse-
quenzen definiert. Ziel ist die dauerhafte Remission durch intensive Kurzzeitbehandlun-
gen, die spezifisch auf RA-Untergruppen mit entsprechenden Biomarkerprofilen ausge-
richtet sind (139, 140). Die in der vorliegenden Arbeit etablierte Methode liefert eine der

Grundlagen fiir die zukiinftigen Therapien der RA.

Schlussendlich konnten mithilfe der durchgefiihrten Studien und Ergebnisse mehrere An-
satzpunkte abgeleitet werden, um ein umfassenderes Bild beziiglich des Zusammenhangs
zwischen der CXCI7-Expression in der Synovialis und der Pathogenese der RA zu erhal-

ten.
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4.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten erstmals auf eine Verbindung zwischen
dem Chemokin CXCL17 und der rheumatoiden Arthritis hin.

Die Etablierung der ISH mit Immunfluoreszenzgegenfirbung war erfolgreich. Mithilfe der
in dieser Arbeit angewandten Doppelmarkierung von CXCL17-mRNA und zellspezifi-
schen Antigenen auf einem Schnitt wurden die CXCL17-mRNA-haltigen Zellen als vasku-
lare glatte Muskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMC) identifiziert. Der drei-
schichtige Aufbau der Gefidle und der mikroskopische Befund lassen darauf schlieen,
dass es sich um Arteriolen in der Subintima der Synovialis handelt. Der Nachweis der
CXCL17-exprimierenden VSMC in der Tunica media der Gefilwand korreliert mit der
heute gingigen Hypothese, dass glatte GefdBmuskelzellen Zytokine und Chemokine pro-
duzieren konnen.

Aufgrund der Vorarbeiten zur angiogenen Rolle von CXCL17 und dem CXCL17-
Nachweis in der Synovialis kann davon ausgegangen werden, dass CXCL17 an der Angio-
genese im Rahmen der Pannusbildung in der Pathogenese der RA beteiligt ist. Die Rolle
von CXCL17 in der Pathogenese der RA sollte in weiteren Arbeiten untersucht werden.
Das in der vorliegenden Arbeit erarbeitete Verfahren zur molekularen Lokalisationsdiag-
nostik kann als Routineprotokoll fiir die Untersuchung neu entdeckter Chemokine und

Mediatoren in der Synovialis verwendet werden.
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6. Anhang

Tabelle 18 Verwendete Chemikalien

Produktname Bezugsquelle

Aqua B. Braun, Melsungen, Deutschland
0,2 M HCL Merck, Darmstadt, Deutschland

2 M HCL Merck, Darmstadt, Deutschland

5 M NaOH Merck, Darmstadt, Deutschland

Antibody diluent with background reducing compo-
nents

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments

Roche Diagnostics, Mannheim

Denhardt’s Losung (50x-konzentriert)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dextran Sulfate 50 % Solution

EMD Millipore, Temecula, CA, USA

Dextran sulfate sodium salt, from Leuconostoc spp.

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

DIG Oligonucleotide Tailing Kit, 2nd generation

Roche Diagnostics, Mannheim

DIG Wash and Block Buffer Set
-Waschpuffer (10x-konzentriert)
-Maleinsdure-Puffer (10x-konzentriert)
-Blockierungslosung (10x-konzentriert)
-Detektionspuffer (10x-konzentriert)

Roche Diagnostics, Mannheim

Einbettungsmittel zur Gefrierschnittvorbereitung

Slee Technik GmbH, Mainz

Essigsdureanhydrid Acetic anhydride

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethanol absolut (99,9 %) AnalaR NORMAPUR

VWR International GmbH, Langenfeld

Formamid

EMD Millipore, Temecula, CA, USA

Formamid, deionisiert (Formamide >99.5 % (GC),
BioReagent, for molecular biology)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Glycergel

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Goat Anti-Mouse 1gG Antibodies

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Hefe-t-RNA (20 mg/ml)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Heringsspermien-DNA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Human Lung Frozen Sections (HF-601-2Y)

Zyagen, Life Science, San Diego, USA

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung 0,1 % fiir die
Mikroskopie

Merck, Darmstadt, Germany

Levamisol Tropfen

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Monoclonal Anti-a. Smooth Muscle Actin (I1gG2a)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

NBT/BCIP stock solution

Roche Diagnostics, Mannheim

Negative Control Mouse 1gG1

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Negative Control Mouse 1gG2a

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Oligonukleotid-Sonden

TIB Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin

Paraformaldehyd

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

PBS (10x)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Purified Mouse Anti-Human VWF

BD Biosciences, Heidelberg

RNAse A

Roche Diagnostics, Mannheim

Rnase AWAY®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sodium dodecyl sulfate solution

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

SSC-Puffer (Saline-sodium citrate buffer), 20x-
konzentriert

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

TE-7 (Mouse anti-human fibroblasts monoclonal
antibody)

Chemicon GmbH, Limburg an der Lahn

Triethanolamin 98 %

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin from porcine pancreas (lyophilized powder,
Type 1I-S)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

VectaMount AQ Aqueous Mounting Medium

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Water (Molecular Biology Reagent)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Tabelle 19 Verwendete Gerite

Produktname

Bezugsquelle

Brutschrank Function Line Typ BB 16 CU

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Eppendorf Centrifuge 5417R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf PCR-Cooler

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

feuchte Kammer

Eigenanfertigung

GFL Schiittelwasserbad 1092

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwe-
del

Heizblock Unitek HB-130

Miyachi Unitek, Monrovia, CA, USA

Heizplatte Digsi-Therm

Harry Gestigkeit GmbH, Diisseldorf

Kryostat Jung CM3000

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Laborabzug (Vinitex Air Typ TA) 1500-900

Vinitex Laboreinrichtungen GmbH + Co. KG, Cos-
wig

Magnetriithrer (MR3001)

Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG, Schwabach

Messzylinder

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG, Eber-
stadt

Mikroskop Axioskop 2 plus

Carl Zeiss, Jena

Mikroskop-Farbkamera Nikon DS Vi 1

Nikon, Diuisseldorf

Pipetten Eppendorf Reference® variabel

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Prizisionswaage Sartorius 1465

Sartorius AG, Gottingen

Schiittelplatte

Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam,
Niederlande

Thermocycler, peqSTAR

VWR Peqlab, Erlangen

Thermomix 1419

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Tabelle 20 Verwendete Programme

Produktname

Bezugsquelle

Adobe Illustrator CS2, Version 12.0.0

Adobe Inc., San José, Kalifornien, USA

ImagelJ, Version 1.52a

Wayne Rasband, NIH, USA
(https://imagej.nih.gov/ij/)

Inkscape, Version 1.2.2

Inkscape-Projekt (https://inkscape.org/de/)

Mikroskopsoftware NIS-Elements F

Nikon, Diuisseldorf

Tabelle 21 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produktname

Bezugsquelle

1,5-ml-Safe-Lock-Tube PCR-clean

Eppendorf AG, Hamburg

Adhisionsobjekttriger, Superfrost® Plus

VWR International GmbH, Langenfeld

Deckglaser

Engelbrecht GmbH, Edermiinde

Glaskiivetten (Objekttragerkdsten nach Hellendahl)

Karl Hecht GmbH&Co KG ,,Assistent* 97647 Sond-
heim v. d. Rhon

Nylonmembranen, positiv geladen

Roche Diagnostics, Mannheim

Objekttrager Starfrost® Advanced Adhesive, ge-
schliffen

Engelbrecht Medizin und Labortechnik GmbH,
Edermiinde, Deutschland

Objekttriager Superfrost Plus® Gold

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Objekttrager-Versandbehélter

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Hei-
delberg, Deutschland

Parafilm® M

Bemis Flexible Packaging, Meckenheim

PCR Soft-Tubes, 0,2 ml, farblos (DNA-, DNAse-,
RNAsefrei)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

PCR Soft-Tubes, 0,5 ml, farblos (DNA-, DNAse-,
RNAsefrei)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

pH-Indikatorstédbchen (nicht blutend) pH 0-14

Merck, Darmstadt, Germany

pH-Indikatorstidbchen (nicht blutend) pH 6,5-10,0

Merck, Darmstadt, Germany

Pipettenspitzen mit Filter (Tip One, PCR clean)

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Polypropylenrdhrchen (Tubes)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zentrifugenrohrchen, Polystyrol

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA
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