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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Klinik und Immunpathogenese der rheumatoiden Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine gelenkbetonte Autoimmunerkrankung,
die mit einer Pravalenz von 0,5-1 % in der Weltbevdlkerung auftritt. Es sind 3x
mehr Frauen als Manner betroffen und die Erkrankungshaufigkeit nimmt mit
dem Alter zu [1]. Unbehandelt fuhrt die RA bei 30 % der Betroffenen innerhalb
von 2 Jahren zur Arbeitsunfahigkeit [2].

Die Erkrankung ist durch eine symmetrische erosive Polyarthritis gekennzeich-
net und beginnt meist mit Schmerzen, Schwellung und Morgensteifigkeit in den
kleinen Fingergelenken. Hinzu kommen héufig eine Tendosynovitis und ein all-
gemeines Krankheitsgefuhl, da die RA eine systemische Erkrankung ist. In fort-
geschrittenen Stadien kbnnen das gesamte Achsenskelett sowie eine Vielzahl
extraartikularer Organe befallen sein. Haufig ist eine schubférmige Verlaufs-
form, in 10-15 % kommt es zu einem malignen Verlauf mit generalisierter Vas-
kulitis [3].

Die RA wird heute immer mehr als ein pathophysiologisch sehr heterogenes
Krankheitsbild verstanden. Dies macht individuelle Diagnose- und Therapiean-
satze notwendig. Im Folgenden werden daher die wichtigsten Mechanismen der
RA-Entstehung dargestellt.

Die bekannteste genetische Assoziation mit der RA ist das Human Leucocyte
Antigen (HLA) (bis zu 35 % der genetischen Suszeptibilitat) [4; 5]. Von HLA-
Genen kodierte Molekile, darunter der sog. Major Histocompatibility Complex
(MHC)-2, spielen eine zentrale Rolle in der Interaktion von angeborenem und
adaptivem Immunsystem. Antigen-prasentierende Zellen (APZ) wie Makropha-
gen, Dendritische Zellen (DZ) und B-Lymphozyten prasentieren tiber den MHC-
2-Komplex zuvor prozessierte Antigene an T-Zellen. Der MHC-2-Komplex ist

somit zentral fur die Aktivierung des Immunsystems und malf3geblich fir die Un-

-14 -



Einleitung

terscheidung zwischen fremd und kérpereigen. Die erste beschriebene Assozia-
tion der RA mit dem HLA-antigen D Related (DR)-Gen reicht bis 1976 zuriick
[6]. 1987 wurde die Assoziation der Arthritis mit einer bestimmten Aminosau-
rensequenz auf dem HLA-DR B-chain 1 (HLA-DRB1)-Genlocus entdeckt, dem
sog. Shared Epitope (SE) [7]. Diese SE-Sequenz ist allen HLA-
Suszeptibilitdtsallelen gemein und kodiert fir einen Teil der Peptid-
Bindungstasche des MHC-2. Weitere genetische Assoziationen, die in jungerer
Zeit charakterisiert wurden, sind z.B. Mutationen im Gen Protein Tyrosine
Phosphatase, Non-Receptor Type 22 (PTPN 22), welches regulierend in den T-
Zell-Rezeptor Signalweg involviert ist [8]. Die Konkordanz von nur 15 % zwi-
schen genetisch gleichen Zwillingen weist jedoch darauf hin, dass neben der
genomischen auch epigenetische Veranderungen und Umwelteinflisse eine
Rolle in der Krankheitsentstehung spielen missen [9].

Mindestens zwei Entitaten des ,Syndroms RA® werden heute klar unterschie-
den: Die Anti-citrulliniertes Protein/Peptid-Antikorper (ACPA)-positiven (ca. 80
% der Falle, populationsunabhangig) und ACPA-negativen Formen der RA [5].
Die ACPA sind sehr heterogene Antikorper (AK) und wurden bereits 1998 ge-
funden [10]. Sie sind gegen multiple Antigene gerichtet und dabei unterschied-
lich stark (z.B. AK gegen a-Enolase und Vimentin) oder schwach (z.B. AK ge-
gen Fibrinogen und Kollagen-Il) mit SE-Allelen assoziiert. Die Bedeutung dieser
Autoantikdrper gewinnt immer mehr an Evidenz. Zunachst zeigte sich, dass
sowohl die HLA- als auch die PTPN 22-Assoziationen ausschlief3lich bei ACPA-
positiver Arthritis zu finden sind und dabei auch nur fir das Vorhandensein die-
ser Autoantikdrper pradisponieren, nicht fir das Auftreten der Erkrankung an
sich [11; 12]. Auch Nikotinkonsum, ein seit den 80er-Jahren bekannter Umwelt-
risikofaktor fur RA [13], geht nur mit ACPA-positiver RA einher [14; 15]. Im Wel-
teren entdeckte man, dass diese Antikorper auch direkt pathogen wirken, z.B.
durch die Aktivierung von Osteoklasten [16] und synovialen Mastzellen [17].
ACPA konnen bis zu 5 Jahre vor dem Ausbruch der Erkrankung nachgewiesen
werden [18; 19], was auf ein Kontinuum von einer prasynovialen Phase zur sy-
novialen Entzindung hinweist (,Reifung“ der ACPA-Antwort [17]). Durch noch

unbekannte Stimuli kommt es 6-12 Monate vor Ausbruch der klinischen Symp-
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Einleitung

tome zur Erweiterung der Zielantigene (Epitope Spreading) [20] sowie Verande-
rungen in Titer [21], Aviditat [22] und Isotyp [23] der Antikorper.

Ein heute weit verbreitetes Modell der RA-Pathogenese, das die genannten
Risikofaktoren und die Rolle der ACPA integriert, wurde von Klareskog et al.
vorgeschlagen (Abbildung 1) [14; 24]. Nikotinkonsum kann dosisabhangig tuber
die Aktivierung von Peptid-Arginin-Deiminase (PAD)-Enzymen zur Citrullinie-
rung von Peptiden fihren (posttranslationale Modifikation von Arginin-Residuen
zu Citrullin). Die so modifizierten Proteine werden von Zellen der angeborenen
Immunitat (z.B. DZ) bei genetisch suszeptiblen Menschen im Kontext des SE
prozessiert und an T-Zellen prasentiert. Die Citrullinierung erhéht die Affinitat
der Bindung des Proteins an das SE bis zu 100-fach [25]. Bei dieser SE-
positiven Population kommt es so nach der Interaktion mit autoreaktiven T-
Zellen zur aberranten Produktion von ACPA [14; 26]. Wahrend bis zu 1/3 der
ACPA-positiven RA auf Rauchen als initialen Stimulus zuriickgefihrt wird [27],
sind andere Falle mit chronischer Periodontitis assoziiert. Mikroben wie Porphy-
romonas gingivalis besitzen ein PAD-Enzym und citrullinieren Fibrinogen sowie
a-Enolase [28].

Inwieweit die T-Zelle eine Rolle bei der initialen Immunstimulation spielt ist noch
nicht ganzlich geklart [29]. Sowohl bei gesunden SE-positiven Personen als
auch RA-Patienten konnte eine Aktivierung von T-Zellen durch citrullinierte Pep-
tide gezeigt werden [30; 31]. Im Thymus wurde bisher keine Citrullinierung
nachgewiesen, autoreaktive T-Zellen entgehen also unter Umstanden der dort
stattfindenden negativen Selektion wahrend der Zellreifung [29]. Das erwahnte
Risikogen PTPN 22 verhindert moglicherweise zusétzlich die effektive negative
Selektion von T-Zellen [32].

Nach dieser initialen Immunstimulation kommt es durch einen unspezifischen
Second Strike, etwa ein Trauma oder eine Infektion, zur Citrullinierung von Pro-
teinen in Gelenken [24; 33]. Aus sich dort befindlichen Zelltrimmern werden
zunéachst intrazellular citrullinierte Peptide frei, diese werden vom Immunsystem
erkannt. Im Weiteren werden zuséatzlich extrazellulare Proteine der Synovialis

durch freigesetzte PAD-Enzymen (v.a. PAD-2 und -4) citrulliniert (z.B. Kollagen
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und Fibrinogen) [9]. Diese Citrullinierung von Peptiden in entziindeten Geweben
ist zun&chst nicht spezifisch fur die RA, die aberrante humorale Antwort durch
ACPA in Verbindung mit dem SE triggert jedoch die Arthritis in daftr suszeptib-
len Individuen [34; 35].

Im n&chsten Schritt kommt es zur Bildung von Immunkomplexen (IK) [9]. Losli-
che IK aus der Zirkulation (gefordert durch erhohte ACPA-Titer sowie Epitope
Spreading (s.0.)) fuhren zu einer Steigerung der vaskuldren Permeabilitat im
Gelenk und dadurch zu mehr Influx von ACPA. Diese kdnnen dort direkt an ci-
trullinierte Antigene binden, was uber den alternativen und klassischen Weg der
Komplementaktivierung sowie die direkte Aktivierung von z.B. Makrophagen
(Uber deren Fc-Rezeptoren), den Hauptstimulus fir die weiteren Vorgange dar-
stellt. FUr die Ablagerung von IK ist das Gelenk mit seiner speziellen Gefal-
struktur sowie durch mechanische Faktoren pradisponiert [36]. Aktivierte Mak-
rophagen generieren eine Entziindungsreaktion mit Auftreten von Neoantige-
nen, welche dann im Lymphknoten von DZ an autoreaktive T-Zellen prasentiert
werden [24].

Initiale Immunstimulation Pathologische Immunantwort ~ Chronische Entziindung

J
- l
{
o -
G SE U It ACPA S d Strik Rh toide Arthriti
ene (SE) mwe Produktion econ rike eumatoide Arthritis

Abbildung 1: Stufenschema der RA-Pathogenese. Adaptiert nach Klareskog et al., 2008 [24].
Veroffentlichung mit Genehmigung von Annual Reviews, Inc., vermittelt durch Copyright
Clearance Center, Inc..

Da es haufig zu unspezifischen Traumata kommt, muss der Zeitpunkt des
Ubergangs von der prasynovialen Phase zur manifesten RA von zusétzlichen

Mechanismen getriggert sein. Dies kdnnte mit dem oben genannten Epitope
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Spreading sowie einem erhdohten ACPA-Titer zusammenhangen [17]. Andere
Trigger konnten Veranderungen im Mikrobiom des Darms sein, die das angebo-
rene Immunsystem sensibilisieren und damit den Schwellenwert zur Ausbildung
einer manifesten RA heruntersetzen [9]. Tiermodelle der RA geben hierauf
ebenfalls Hinweise. Haltung der Versuchstiere in einer bakterienfreien Umwelt
fuhrte in einer Studie zu weniger oder keiner Gelenkbeteiligung [37]. Eine be-
sondere Rolle spielen hierbei die Toll-like Rezeptoren (TLR), die u.a. auf die
Differenzierung der T-Zell-Population Einfluss nehmen (s.u.) [38]. Nicht alle
Faktoren, die zu einer Manifestation der RA beitragen, sind bereits geklart. So
wurden auch Autoantikdrper gegen nicht-citrullinierte Antigene gefunden, z.B.
gegen Glucose-6-Phosphat Isomerase [39] sowie der klassische Rheumafaktor
[29; 40].

Nach diesen initialen Vorgdngen werden Autoimmunprozesse in Gang gesetzt,
die synergistisch zur Aufrechterhaltung, Progression und schlie3lich zur Chroni-
fizierung der Entzindung mit einer irreversiblen Zerstérung des Gelenks beitra-
gen. Die Membrana synovialis, die alle echten Gelenke auskleidet, besteht
normalerweise aus bis zu vier Zellschichten organisierter Intima sowie einer
mehr amorphen Subintima [41]. In der Intima finden sich zwei dominierende
Zelltypen: Typ A-Synoviozyten (Macrophage-like) und Typ B-Synoviozyten oder
Fibroblast-like Synoviocytes (FLS) [41]. FLS kontrollieren die Zusammenset-
zung der Synovialflissigkeit sowie der Extrazellularmatrix der Synovialis. Die
Struktur der Intima ist relativ durchlassig, um den N&hrstofftransport vom Serum
an den Knorpel gewaéhrleisten zu konnen. Dies konnte jedoch in der Anfangs-
phase der Entziindung eine Ablagerung von IK beginstigen [41]. In der mani-
festen RA verandert sich diese Architektur grundlegend. Die Intima verdickt sich
auf bis zu 20 Zellreihen und bildet zusammen mit der zellreichen Subintima (in-
flammatorisches Infiltrat bestehend aus Lymphozyten, Makrophagen, Neutro-
philen und Mastzellen) an der Knorpel-Synovialis-Grenze den sog. Pannus,
dem ein semiautonomer Phanotyp zugeschrieben wird (gleich einem lokal inva-
siven Tumor) [42]. Nicht einzelne Zelltypen oder Mutationen sind entscheidend,

vielmehr tragen genetische Veranderungen, dysregulierte Zytokinnetzwerke
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sowie die Interaktionen multipler Zellen dazu bei, dass die prasynoviale Phase
in eine Klinische Arthritis Ubergeht.

Die wichtigsten Komponenten der synovialen Entzindung wie Zytokin- und
Zellinteraktionen werden im Folgenden besprochen. Dies ist sowohl fir die Be-
urteilung dieser Mechanismen mittels molekularer Bildgebung, als auch fir das
Verstandnis der Modulation der Inflammation durch spezifische Inhibitoren
wichtig.

Zytokine férdern nicht nur die Autoimmunitat (auch schon in der prasynovialen
Phase [43]), sie halten durch Integration von zellularen und humoralen Prozes-
sen auch die chronische Inflammation aufrecht [44; 45]. Das Zytokinmuster im
entzindeten Gelenk andert sich Uber die Zeit. In der sehr frihen Phase domi-
nieren v.a. Interleukin (IL)-4, IL-13 und IL-15 [46]. Im weiteren Verlauf wird dem
Tumornekrosefaktor (TNF)-a, IL-6 und IL-1 eine zentrale Bedeutung zuge-
schrieben. TNF-a wird von Synovialzellen exprimiert, darunter Monozyten, FLS,
Lymphozyten und Osteoblasten. Die Wirkungen dieses Zytokins sind vielfaltig:
Lokale Effekte wie Leukozyten- und Endothelaktivierung bzw. Forderung der
Expression von Zelladh&sionsmolekilen, Aktivierung von FLS und DZ, Supp-
ression von anti-inflammatorischen regulatorischen T (Treg)-Zellen, Vermittlung
der Knochenerosion durch Osteoklastenaktivierung und -differenzierung. Auch
systemische Effekte der chronischen Entziindung wie Kachexie, Dyslipidamie,
Arteriosklerose [47] und neuropsychologische Veranderungen werden durch
TNF mediiert [44; 48]. Die Uberexpression von TNF fiihrt zur spontanen erosi-
ven Arthritis im experimentellen Mausmodell [49]. Es wurden jedoch auch Mo-
delle unabhangig von TNF generiert [50]. Die Bedeutung des Zytokins zeigt sich
auch durch den erfolgreichen therapeutischen Einsatz von Anti-TNF-
Medikamenten, die heute den Grundstein der modernen RA-Therapie bilden
(vgl. 1.6) [48]. Am effektivsten ist eine frihzeitige Unterbrechung TNF-
geforderter autoimmunologischer Prozesse, wobei ein Teil der Patienten jedoch
nicht auf eine Anti-TNF-Therapie anspricht (ca. 1/3) [48].

IL-6 vermittelt neben lokaler Leukozytenaktivierung und AK-Produktion auch

systemische Effekte z.B. in der Leber die Entzindungsanémie und die Akute-
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Phase Antwort. Auch IL-6-Antagonisten werden erfolgreich in der humanen RA
eingesetzt [51]. IL-1 fordert u.a. die Aktivierung von Leukozyten, Endothelzellen
und Chondrozyten [44]. Mause, denen der endogene IL-1-Rezeptorantagonist
fehlt, entwickeln eine spontane erosive Arthritis [52]. Grundlegende Prinzipien
der Zytokin-Interaktion in der Inflammation sind [44]:

- Hierarchie: In Studien mit Zellkulturen aus humanen arthritischen Ge-
lenken wurde gezeigt, dass eine Inhibition von TNF auch andere pro-
inflammatorische Zytokine blockiert, weshalb eine Dominanz von TNF
angenommen wird [53].

- Synergismus: In experimenteller Arthritis konnte gezeigt werden, dass
auf die Knorpeldegradation IL-17 per se synergistisch mit TNF wirkt und
nicht auf TNF angewiesen ist [54]. Zudem kann IL-17 unabhangig von
TNF zu einer Verschlechterung der experimentellen Arthritis fuhren [55]
sowie die Abhangigkeit der Erkrankung von IL-1 aufheben [56].

- Ambivalenz: Transforming Growth Factor (TGF)-p vermittelt ambivalen-
te (oder pleiotrope) Effekte. Ohne IL-6 induziert es in Zellkulturen anti-
inflammatorische Treg-Zellen, mit IL-6 jedoch pro-inflammatorische Th17
Zellen [57].

- Dysbalance: Auch anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10, IL-11 und
IL1-Rezeptor-Antagonist sind in Kulturen aus synovialen RA-Zellen

nachgewiesen, jedoch in ungentigender lokaler Konzentration [44; 58].

Von den zellularen Komponenten in der Subintima stellen T-Lymphozyten zwi-
schen 30-50 % aller Zellen dar [41]. Davon sind die Mehrheit Cluster of Diffe-
rentiation 4-positive (CD4+) Gedéachtniszellen [59]. Durch T-Zell-Transfer kann
im Tiermodell die Arthritis auf gesunde Tiere tbertragen werden [59]. Oligoklo-
nalitdt von in der Synovialis gefundenen T-Zellen sowie das Vorhandensein von
Keimzentren im Gelenk sprechen flur eine andauernde B-Zell/T-Zell Interaktion
[5; 60].

Mindestens 4 Untergruppen von CD4+ T-Zellen sind an der Pathogenese der
RA beteiligt. Dabei wurde klassischerweise ein Shift der Balance zwischen T-
Helferzellen (Th)1- und Th2-Zellen als Motor der Arthritis und die RA als Thl-
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vermittelte Erkrankung angesehen. Dieses Paradigma anderte sich zuletzt und
die Wechselwirkungen zwischen Treg und Th17-Zellen riickten mehr in den Fo-
kus [45]. Der Th1l Phéanotyp entwickelt sich unter dem Einfluss von IL-12 und IL-
18 und produziert Interferon (IFN)-y, IL-2 sowie pro-inflammatorische Zytokine
(TNF u.a.) [61]. In etablierter humaner RA findet sich ein pradominanter Thl-
Phanotyp [62; 63]. Paradoxerweise sind die Spiegel von IFN-y in der humanen
RA-Synovialis niedrig und die in vivo Funktion des Zytokins unklar [44]. Th17-
Zellen entstehen unter dem Einfluss von TGF-B, IL-1 und IL-6 [64]. Sie expri-
mieren IL-17, IL-21 (autokrine Stimulation und Wirkung u.a. auf T- und B-
Zellen), IL-22 und TNF [65]. Die Wirkungen von IL-17 in der Synovitis sind viel-
faltig [65]. Wichtig zu nennen ist die Induktion von Monozyten- und Neutrophi-
leninfiltration, die Induktion von IL-6 und IL-8 in Fibroblasten sowie die Férde-
rung der Produktion von Matrix Metalloproteinasen (MMP), IL-1 und TNF in
Makrophagen [66]. IL-17 tragt entscheidend zur Knochen- und Knorpeldestruk-
tion bei und kann synergistisch mit TNF-a wirken (z.B. auf DZ). Th17-Zellen
sind sowohl pro-inflammatorisch als auch pro-autoimmun, da sie die Bildung
von Keimzentren férdern [67].

Die komplexe Biologie von Thl und Thl7-Zellen ist Gegenstand intensiver For-
schung und hochinteressant fir die Entwicklung individueller Therapieansatze.
In experimenteller muriner Arthritis filhrt eine Uberexpression von IL-17 zu Ge-
lenkentziindung, Knochenerosion und Knorpelverlust [56]. IL-17-Defizienz und
der therapeutische Einsatz von IL-17-Antagonisten wirken suppressiv auf die
Inflammation [68; 69]. Bei Depletion des IFN-y-Rezeptor wird jedoch eine Ver-
schlechterung der Arthritis beobachtet [70]. In der Literatur werden unterschied-
liche Ergebnisse in Bezug auf die Relevanz der einzelnen T-Zell-Untergruppen
fur die frihe bzw. etablierte RA berichtet. Leipe et al. fanden eine gute Korrela-
tion von Th17 und IL-17-Leveln mit der Krankheitsaktivitat in friiher und etablier-
ter humaner RA [71]. Ein fur mdgliche individualisierte Therapieansatze immens
wichtiger Aspekt ist die Plastizitat von Th17-Zellen. Diese kdnnen sich in einen
Thl und einen gemischten Ph&notyp Th1/Th17 umwandeln (jedoch nicht um-
gekehrt) und u.a. IFN-y produzieren. Es wird vermutet, dass im Verlauf der Er-

krankung eine Plastizitdt zu diesen Phanotypen eintritt [72]. Die Abhangigkeit
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der Arthritis bzw. die Dominanz einer bestimmten T-Zell-Gruppe konnte sich
also je nach Patient, Krankheitsstadium und Ph&notyp der RA unterscheiden
[66]. Ein &hnliches Muster wurde in experimenteller autoimmuner Uveitis bereits
gezeigt [73]. Ein Wirkverlust von TNF-Inhibitoren kdénnte also durchaus durch
vermehrte IL-17-Abhangigkeit der Arthritis erklarbar sein [66]. Daher fordern
einige Autoren einen doppelten Therapieansatz [74]. In humaner RA konnten
bereits erste Erfolge mit IL-17-Inhibitoren erzielt werden [75].

Regulatorische T-Zellen werden in der Peripherie von TGF-f stimuliert und un-
terdricken eine Uberschiel3ende T-Zell Antwort. Sie sind somit wichtige anti-
inflammatorische Zellen [59]. Trotz vermehrter (und in vitro funktionsfahiger
[76]) Treg in der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten [62] sind diese Regulati-
onsmechanismen in der Inflammation beeintréchtigt. Von APZ ausgeschuttete
Zytokine (z.B. TNF, IL-6) sowie eine dauerhafte Stimulation des T-Zell-Rezeptor
bewirken eine Resistenz von aktivierten Effektor-T-Zellen und beeintrachtigen
direkt die Funktion der Treg [59]. In chronischen Entziindungen kann ein Teil der
Treg wiederrum Plastizitat unterliegen und sogar zu pro-inflammatorischen IL-17-
produzierenden Zellen differenzieren bzw. die Differenzierung von Th17-Zellen
fordern [59].

Circa 5 % der synovialen Zellen sind B-Lymphozyten. Sie sind unter anderem in
ektopen Keimzentren im Gelenk organisiert [60], hier findet eine klonale Ver-
mehrung und Antigen-spezifische Reifung statt [41]. Sie produzieren T-Zell ab-
hangig ACPA [77] und sind auch in der Perpetuierung der Erkrankung wichtig.
Dies zeigt sich durch den erfolgreichen therapeutischen Einsatz des CD-20 An-
tikdrpers Rituximab [78]. Weitere wichtige Funktionen der B-Zelle bestehen in
Zytokinproduktion und Antigenprasentation [5], wobei die B-Zellen auch fur die

vollstandige Aktivierung der T-Zelle notwendig sind [79].

Makrophagen sind ein Teil des angeborenen Immunsystems und wichtig in der
akuten wie auch chronischen Inflammation [80]. Uber sog. Pattern-Recognition
Rezeptoren (PPR), z.B. den TLR, erkennen sie Antigene von eindringenden
Pathogenen (Pathogen-associated molecular Pattern (PAMP)) oder endogene
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Antigene (Damage-associated molecular Pattern (DAMP)) z.B. aus Zelltrim-
mern. Makrophagen phagozytieren das Fremdmaterial und préasentieren ent-
sprechend prozessierte Antigene Uber MHC-2 anderen Immunzellen [80]. In
humanem Gewebe sind vor allem TLR-2 und TLR-4 vermehrt aktiviert. Diese
Rezeptoren erkennen endogene Liganden wie z.B. das Matrixprotein Tenascin-
C, welches in humanen RA-Makrophagen Uber TLR-4 zur Ausschittung von
pro-inflammatorischen Zytokinen fihrt [81]. Darliber hinaus tragen eine direkte
T-Zell-Makrophagen-Interaktion, kontinuierlich gebildete IK sowie erst kirzlich
entdeckte mikro-RNA (miRNA) zu einer kontinuierlichen Makrophagenaktivie-
rung bei [5]. Der jeweils vorherrschende Makrophagen-Subtyp (pro-
inflammatorische M1-Zellen oder anti-inflammatorische M2-Zellen) determiniert
im Tiermodell den Ubergang von akuter (M2-dominanter) zu chronischer (M1-
dominanter) RA [82] (diese strenge dichotome Aufteilung wird jedoch, analog zu
den T-Zellen, fortlaufend erweitert). Pro-inflammatorische Makrophagen produ-
zieren Zytokine (u.a. TNF, IL-1 und IL-6), reaktive Sauerstoffspezies (ROS) so-
wie eine Reihe von proteolytischen Enzymen [83]. In einer Studie mit RA-
Patienten korrelierte eine Reduktion der Makrophagenpopulation gut mit dem
Therapieerfolg, unabhangig von der Art der Therapie [84].

Auch die residenten Synoviozyten sind wahrend der Inflammation verandert
und tragen zur Bildung des Pannus bei [42]. Die FLS werden einerseits von lo-
kalen Zytokinen wie TNF-q, IL-1, IL-6 und IL-17 physiologischerweise stimuliert
(Passive Responders, u.a. uber die Aktivierung des pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-Cells (NF-kB) [85]). Andererseits sind aber auch Mutationen im Genom der
FLS gezeigt worden [41] (Imprinted Aggressors, u.a. im Apoptose-
induzierenden p53-Gen [86]). Diese Mutationen sind entweder primar vorhan-
den (als genetische Suszeptibilitat) oder sekundar das Resultat einer chroni-
schen Exposition gegenuber pro-inflammatorischen Zytokinen. Diese kdnnen
sogar epigenetische Veranderungen hervorrufen, wodurch die FLS experimen-
tell auch ohne weiteren inflammatorischen Stimulus eine RA induzieren kdnnen

(imprinted) [87]. In der Summe nehmen die FLS einen aggressiven, autonomen,
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invasiven, semimalignen Phanotyp an [88], mit typischen Tumor-Eigenschaften
wie reduzierter Kontaktinhibition, gesteigerter Migration und sogar Metastasie-
rung im Sinne einer Ausbreitung der Erkrankung in bislang gesunde Gelenke
[89]. Dies hat bedeutende Konsequenzen fir die RA-Therapie, da allein im-
munsuppressive Therapien nicht an diese Mutationen in den FLS ,heranrei-
chen”® [88]. Der wichtigste pathogene Mechanismus von aktivierten FLS ist die
Degradation von Knorpelgewebe. Cadherin-11 ist ein Adhasionsmolekil, wel-
ches fur die Integritat und strukturelle Anordnung von FLS wichtig ist. Cadherin-
11-defiziente Mause sind geschitzt vor Knorpelschaden, erleiden jedoch
gleichartige Knochenerosionen wie Wildtyp-Tiere und zeigen eine chaotische
Synovialstruktur [90]. Der Mechanismus der Knorpeldegradation ist ein gutes
Beispiel fiur die oben beschriebenen Prinzipien der Interaktion von Zytokinen
und Zellen: IL-1 und IL-17 wirken als Mediatoren synergistisch und unabhangig
voneinander auf Chondrozyten und versetzen diese in einen katabolen oder gar
apoptotischen Zustand mit Ausschittung von knorpeldegradierenden Enzymen
wie MMP [44]. IL-1 verursachte Tiermodelle der RA zeigen eine rapide Knor-
peldegradation [91]. AuBRerdem wirken die Zytokine indirekt Uber die Aktivierung
von FLS, welche, abhéangig vom Signalweg der Mitogen-activated Protein Kina-
se (MAPK), ebenfalls MMP produzieren. Dabei herrscht eine Dysbalance zu
knorpelprotektiven Faktoren wie den Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
(TIMPS) [88].

Im Fokus der Lebensqualitat des Patienten steht zentral die Knochenerosion
und -destruktion [92]. Interessanterweise findet sich ein klares anatomisches
Verteilungsmuster fir diese Veranderungen [93], z.B. am Ansatz von Sehnen
[94]. Knochenerosionen treten bereits wenige Wochen nach Krankheitsbeginn
auf und betreffen nach 6 Monaten 50 % der Patienten [95]. Die Schwere der
Knochenzerstdrung ist sowohl mit der Schwere der Synovitis als auch der intra-
osséaren Osteitis assoziiert. Selbst wenn eine erfolgreiche Anti-RA-Therapie ei-
ne klinisch apparente Synovitis supprimiert, kbnnen subklinische Inflammation
und Osteitis weiterhin eine fortlaufende Knochenschadigung triggern. Im Ge-
gensatz zur degenerativen Arthrose (aber auch der Psoriasisarthritis) kommt es

dabei im Verlauf nicht zu reaktiven Knochenanbauten und Reparaturversuchen
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[92]. Forschungen im Bereich der Osteoimmunologie stellen den Knochensub-
stanz-resorbierenden Osteoklasten und dessen Vorlaufer ins Zentrum des pa-
thophysiologischen Geschehens. Blutuntersuchungen bei RA-Patienten weisen
darauf hin, dass TNF fur die Migration von Osteoklasten-Vorlauferzellen in die
Peripherie wichtig ist [96]. Die Funktion der knochenaufbauenden Osteoblasten
wird dabei unterdrickt und die Balance zwischen Knochenaufbau und Kno-
chenabbau geht verloren [97]. Ein zentraler Mediator der Differenzierung der
Osteoklasten ist Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL), welcher von FLS
und aktivierten T-Zellen ausgeschittet wird [98]. Er mediiert die Differenzierung
von Osteoklasten und deren Invasion ins Periost [99]. IL-1 verstarkt die Expres-
sion des entsprechenden Rezeptors (RANK) auf Osteoklasten [92]. Es finden
sich auch anti-osteoklastogene Zytokine in der Synovialis (IFN-y, IL-33 u.a.), die
Balance ist jedoch zu Gunsten des Knochenabbaus verschoben [92]. ACPA
erkennen citrulliniertes Vimentin auf Osteoklasten-Vorlauferzellen und verstar-
ken deren autokrine TNF-Produktion, ein Beispiel fur die direkte Pathogenitat
der Antikorper [16]. Abbildung 2 gibt eine schematische Ubersicht tiber Zell-

und Zytokininteraktionen in der chronischen Arthritis.
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Abbildung 2: Ausgewahlte pathophysiologische Mechanismen, welche zur irreversiblen Knor-

pel- und Knochendestruktion filhren. Zudem kommt es durch Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine u.a. zur Aktivierung und Migration von Leukozyten, Osteoklasten
und deren Vorlauferzellen, systemischen Entzindungseffekten und Supprimierung anti-
inflammatorischer Mechanismen. Pfeil = Aktivierung von Zellen oder Sekretion von Zytokinen.

1.1.2 Die Bedeutung von Hypoxie in der RA

Durch die Proliferation von Fibroblasten sowie die Infiltration von Entziindungs-
zellen kommt es zu einer Hyperplasie der Synovialis (Pannus). Diese Gewebe-
expansion, chronische Gefaliverschlisse durch Fibrose und Thrombose sowie
eine gesteigerte metabolische Aktivitat der Entziindungszellen kénnen zu einem
relativen Mangel an Sauerstoff fiihren (Hypoxie) [100-102]. Hypoxie ist ein
Missverhaltnis von Sauerstoffangebot und -bedarf. Die chronische Hypoxie ist
dabei zu unterscheiden von akuten Veranderungen durch Gefal3verschlisse.
Hypoxie gilt als wichtiges Charakteristikum von inflammatorischen Prozessen
wie Arteriosklerose, Diabetes mellitus und RA [103]. Sie ist seit Langem auch
als Merkmal von Tumoren bekannt [104].

Schon 1970 wurde die arthritische Synovialis, verglichen mit arthrotischen oder
traumatischen L&sionen, als hypoxisch charakterisiert [105]. Zwischenzeitlich
haben direkte pO2-Messungen mit hochsensitiven Mikroelektroden einen hypo-

xischen Sauerstoff-Partialdruck (pO2) von 2-4 % in der RA im Vergleich zu 9-12
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% bei nicht-RA Lasionen ergeben [106]. Es lasst sich eine klare Korrelation
zwischen Hypoxie und dem Grad der synovialen Inflammation nachweisen
[107]. Einer erfolgreichen RA-Therapie, z.B. durch TNF-Inhibition, folgt wieder-
rum auch ein Anstieg des synovialen pOz2 [108].

Im Folgenden sollen die Wechselwirkungen von Hypoxie und Inflammation all-
gemein und speziell in der RA dargestellt werden. Aktuelle Ubersichtsarbeiten
zur Hypoxie in der RA stammen von Konisti et al. [101] sowie von Muz et al.
[109]. Man geht davon aus, dass Hypoxie einen entscheidenden Anteil an der
Perpetuierung von Inflammation, Angiogenese, zellularer Infiltration sowie Ge-
lenkdestruktion hat. Dies geschieht u.a. direkt tUber Zielgene des wichtigsten
Vermittlers von Hypoxie in der Zelle, dem heterodimeren Transkriptionsfaktor
Hypoxia-inducible Factor (HIF). HIF wird von Makrophagen aus arthritischen
Gelenken deutlich vermehrt exprimiert, verglichen mit gesunden Gelenken oder
arthrotischen Lasionen [110]. HIF besteht aus 2 Untereinheiten, dem Oq-
sensitiven HIF-a und dem konstitutiv exprimierten HIF-B. Unter normalem Sau-
erstoffangebot wird HIF von den Oz-abhéngigen Enzymen HIF Prolyl-
Hydroxylase Domain-containing Enzymes (PHD) und Factor inhibiting HIF (FIH)
hydroxyliert und abgebaut. Bei geringem pO2 (ca. <6 %) kann HIF im Zytoplas-
ma akkumulieren, translokiert in den Nukleus und aktiviert Transkriptionsfakto-
ren, sog. Hypoxia-responsive Elements (HRE). Die Isoform HIF-1a scheint da-
bei zu dominieren und ubiquitar exprimiert zu sein, die Isoform HIF-2a mehr
gewebespezifisch vorzukommen [101; 111]. HIF-induzierte Gene regulieren u.a.
den zellularen Energiemetabolismus (z.B. zur anaeroben Glykolyse) sowie die
Neoangiogenese. Ziel ist die Optimierung der Homdostase von Zellen und Ge-
weben unter sauerstoffarmen Bedingungen [112]. Dazu gehéren Wachstums-
faktoren wie Erythropoietin, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Angi-
opoietin sowie das Transportprotein Glukose-Transporter 1 (GLUT1) [101]. Der
pro-angiogene VEGF wird in der RA vermehrt induziert [113], die neu gebilde-
ten Gefalie bleiben jedoch unreif, was das Paradox von fortwahrender Hypoxie
trotz GefalRneubildung erklart [114].

Ebenso verstarkt HIF pro-inflammatorische Mechanismen wie die Expression

der schon erwdhnten TLR in DZ [115]. HIF unterliegt auRerdem uber den
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MAPK-Signalweg einer positiven Regulation mit dem pro-inflammatorischen IL-
33 [116]. In T-Zellen kann HIF das Uberleben sowie die Differenzierung der Zel-
len in einen Th1l7-Phanotyp férdern [117]. Die pathophysiologische Bedeutung
von HIF in der RA ist evident. Cramer et. al zeigten im murinen RA-Modell mit
HIF-1a-defizienten Makrophagen weniger Gelenkschwellung und Aggregation
von myeloiden Zellen [118]. HIF-2a-defiziente Tiere sind ebenfalls geschiitzt vor
experimenteller RA [119]. Neben den direkten Wirkungen Uber Zielgene des
HIF wirkt Hypoxie auch durch oxidativen Schaden und die Bildung von ROS

pro-inflammatorisch [101].

In FLS wurde gezeigt, dass einige pro-inflammatorische Enzyme wie MMP-3
exklusiv von HIF reguliert werden, andere wie MMP-1 und IL-8 zusatzlich von
NF-kB [120]. Auch die anti-apoptotischen Effekte von HIF-1a in Neutrophilen
sind abhéngig von NF-kB [121]. Dies weist auf die pathophysiologisch hoch re-
levante Wechselwirkung von Hypoxie und klassisch inflammatorischen Signal-
wegen wie NF-kB und MAPK hin. Dieser Cross-Talk ist deshalb so wichtig, da
die Vorgange im inflammatorischen Microenvironment essentiell fur das Ver-
stéandnis der Inflammation sind und madgliche diagnostische und therapeutische
Ansatzpunkte bieten [122].

Der NF-kB-Signalweg kontrolliert Mediatoren wie TNF, IL-6, IL-8, verschiedene
Chemokine, pro-angiogene Faktoren (u.a. VEGF) und MMP. In der Arthritis wird
NF-kB einerseits von diesen Zytokinen, zellularen Stimuli und TLR-Liganden
aktiviert [123]. Andererseits fuhrt auch Hypoxie zur Aktivierung von NF-kB und
reguliert durch HIF-abhangige und HIF-unabhangige Mechanismen die chro-
nisch persistierende Entziindung in der RA. Ziel dieses Synergismus ist wieder
ein optimiertes Zelliberleben und Apoptoseinhibition in hypoxischen Regionen
[124]. Die Depletion von HIF fuhrt in myeloiden Zellen direkt zu einer Verminde-
rung der NF-kB-mRNA [121]. Mause mit Uberexpression von HIF-1a in Kera-
tinozyten zeigen eine erhdohte NF-kB-Aktivitdt und erhohte Expression von NF-
kB-Zielgenen [125]. HIF-unabhéngig wird NF-kB Uber die oben genannten O2-
sensitiven PHD sowie FIH reguliert. In Normoxie hydroxylieren und deaktivieren
PHD-1 und PHD-3 die Inhibitor of NF-kB-Kinase (IKK), was Uber die Stabilisie-
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rung von Inhibitor of NF-kB (IkB) dazu fuhrt, dass die NF-kB-Aktivierung ge-
hemmt wird. In Hypoxie wird IKK dagegen enthemmt, IkB phosphoryliert sowie
degradiert und damit basales NF-kB stabilisiert [126; 127].

Auch der HIF-Signalweg kann unter normoxischen Bedingungen von inflamma-
torischen Stimuli aktiviert werden. Dies erlaubt die Transkription von inflamma-
torischen Zytokinen schon bevor eine Hypoxie auftritt. Grol3e Bedeutung wird
dabei der Regulation von HIF-1a durch NF-kB-Stimuli zugeschrieben, etwa Lip-
opolysaccharid (LPS), TNF, ROS oder IL-18 [124]. LPS bindet z.B. an den oben
schon erwéhnten TLR-4. Dies aktiviert NF-kB, welches durch direkte Bindung
an den HIF-Promotor [128] eine erhohte Transkription von HIF-mRNA vermittelt
[129-131]. In humanen Monozyten ist eine hypoxische Umgebung alleine nicht
suffizient um die Transkription von HIF-1a-mRNA zu stimulieren [129]. Rius et
al. zeigten in vivo, dass vielmehr eine basale NF-kB-Aktivierung fur die Regula-
tion der Expression von HIF-mRNA sowohl in Normoxie als auch bei Hypoxie
essentiell ist und dieser vorausgeht [132; 133]. In synovialen Fibroblasten wur-
de gezeigt, dass IL-1p und TNF eine gesteigerte HIF-Expression auch durch
den MAPK-Signalweg in Normoxie bewirken kdonnen [134]. Neueste Untersu-
chungen in T-Zellen lassen darauf schlieRen, dass fur eine volle HIF-
Proteinexpression sowohl die Stimulation der Transkription als auch Hypoxie
notwendig ist [135]. Interessanterweise fanden Jantsch et al., dass die Aktivie-
rung des HIF-Signalweges in DZ durch normoxische TLR-Stimulation zu einem
anderen Expressionsmuster der HIF-Zielgene fuhrt als bei Aktivierung in Hypo-
xie [136].

Nizet et al. stellten ein sehr anschauliches Modell vor, wie der pathophysiologi-
sche Synergismus und die gegenseitige Abh&ngigkeit von HIF und NF-kB in
myeloiden Zellen zur perfekten Nutzung der Zellfunktionen und Ausbildung ei-
ner Inflammation im Detail funktionieren konnte [112]. Myeloide Zellen sind da-
bei unter hypoxischen Bedingungen vermehrt aktiviert (z.B. erh6hte Expression
von TNF) und gehen effektiver gegen Pathogene vor [137]. Die optimale Nut-
zung der durch HIF vermittelten Mechanismen gelingt jedoch nur durch eine
zusatzliche Steigerung der Aktivitat des HIF-Signalweges durch NF-kB. Hypoxie
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scheint dabei auch die weitere Wanderung von Makrophagen zu unterbinden,
was eine Akkumulation im entziindeten Gewebe erklaren konnte [100].

Im Gegensatz zur bisher ausgefiihrten pro-inflammatorischen Bedeutung von
HIF zeigt die pharmakologische Inhibition von PHD (und damit die Simulierung
von Hypoxie) jedoch Uberraschenderweise in einigen Krankheitsmodellen einen
anti-inflammatorischen Effekt. Neuere Untersuchungen ergaben, dass es stark
vom Entziindungsstimulus sowie vom Zelltyp abhéngig ist, ob von Hypoxie an-
gestol3ene Vorgange insgesamt zu pro- oder anti-inflammatorischen Effekten
fuhren. In Studien mit Zellkulturen wurde nur basale sowie TNF-a induzierte NF-
kB-Aktivitdt unter hypoxischen Bedingungen vermehrt gefunden [126; 138;
139]. Stimuliert von LPS oder IL-1p wird NF-kB in Hypoxie gehemmt [122; 139].
In muriner hypoxischer Kolitis [140] wirkt sowohl HIF (fihrt zur Induktion von
Muzinen sowie Treg [141]) als auch NF-kB (durch die Hemmung von ]L-1-
induziertem NF-kB [122] sowie die Forderung von anti-apoptotischem basalem
NF-kB [142]) insgesamt anti-inflammatorisch und daher protektiv fir die muko-
sale Barriere. HIF-Defizienz in epithelialen Zellen verschlechtert [143], PHD-
Inhibition dagegen verbessert den Krankheitsverlauf der experimentellen Kolitis
[144; 145]. Denkbar ist dabei auch eine gewisse Dynamik, wobei NF-kB in
akuten Entziindungen pro-, in chronischen Entzindungen anti-inflammatorisch
wirken konnte [146]. AuRerdem wirkt HIF in Tierexperimenten protektiv bei My-
okardischamie, arteriellen Gefal3schaden und in normoxischen Lungenschéden
[111; 147; 148]. In Tumoren stehen dagegen die durch HIF vermittelten Mecha-
nismen der Immunresistenz sowie die Adaption von Tumorzellen an die hypoxi-
sche Umgebung im Vordergrund [149]. Hier kdnnte sich eine gegen HIF gerich-
tete Therapie positiv fur den Krankheitsverlauf auswirken [150].

In der RA gibt es neben den erwahnten HIF-Knock-out-Studien erste Erfolge im
Tiermodell durch die Inhibition der HIF-Translokation in den Nukleus [151]. Je-
doch bedarf der beschriebene alternative Ansatz einer PHD-Inhibition und damit
der Unterstltzung einer Normalisierung des hypoxischen Gelenks durch be-
stimmte HIF-Gene weiterer Erforschung [101]. In gesundem humanem Knor-

pelgewebe wurde fur HIF z.B. eine protektive Wirkung festgestellt [152].
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1.2 Murine Modelle der experimentellen RA

Es existieren mehrere Formen der experimentellen RA im Maus- und Ratten-
modell, die sich in der Art der Induktion der Autoimmunitat, der Suszeptibilitat
von bestimmten Tierstammen gegenuber dem Immunstimulus und den beteilig-
ten Zellen und Mediatoren unterscheiden.

Das am haufigsten verwendete und beschriebene Modell der induzierten RA ist
das Collagen-induced Arthritis (CIA)-Modell [153], welches schon 1980 fur
Mause entwickelt wurde. Durch die Immunisierung mit Rinder- oder Hihner-
Kollagen-1l kommt es innerhalb von ca. 3 Wochen zu einer von T- und B-Zellen
abhangigen Immunreaktion gegen Kollagen-Il, welches spezifisch auf Knorpel-
oberflachen vorkommt (vgl. Tabelle 1).

Neben der induzierten RA existieren auch Modelle der spontanen RA in gene-
tisch veranderten Tieren [154]. Ein Beispiel ist das K/BxN-Modell der RA, wel-
ches 1996 beschrieben wurde [155; 156]. Mause mit transgenem T-Zell-
Rezeptor fir bovine RNase werden hierbei mit NOD-Mausen gekreuzt, welche
anfallig fur Autoimmunerkrankungen sind. Die Tiere der F1-Generation entwi-
ckeln innerhalb von 3 Wochen eine symmetrische periphere Polyarthritis. Dabei
kommt es zu einer von T- und B-Zellen abhangigen Autoimmunitat mit Bildung
von Autoantikdrpern gegen das ubiquitdr vorkommende Antigen Glucose-6-
Phosphat Isomerase (GPI) [157]. Die Entwicklung der Arthritis ist dabei aus-
schlieBlich abhangig vom MHC-II-Allel 1-A?97, denn die autoreaktiven T-Zellen
erkennen ein Fragment der GPI exklusiv in diesem MHC-Kontext [158]. Dieser
Mechanismus hat entsprechend Ahnlichkeiten mit der Entwicklung der Autoim-
munitat in der humanen RA (vgl. 1.1.1). 2003 wurden Antikérper gegen GPI
auch in humaner RA identifiziert [39], kiurzlich auch gegen zyklisches citrullinier-
tes GPI [159]. Interessanterweise lasst sich in humaner RA eine Korrelation von
vermehrten extraartikularen Manifestationen mit erhéhten Anti-GPI-Titern fest-
stellen [160].

Die genannten Arthritismodelle beinhalten sowohl die Phase der Ausbildung
einer adaptiven Immunantwort (Antikdrper-Produktion), als auch die darauf fol-
gende sogenannte Effektorphase [161], sind dabei aber auf bestimmte suszep-

tible Tierstamme angewiesen. Um die Rolle der beteiligten Mediatoren wahrend
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der einzelnen Phasen zu differenzieren, ist es mdglich, antikorperhaltiges Se-
rum aus K/BxN-Mausen in eine Reihe von Mausstdmmen passiv zu ubertragen,
das sog. K/BxN Serum Transfer-induced Arthritis (STIA) oder Anti-GPI-Modell
[162]. Die injizierten Tiere entwickeln innerhalb weniger Tage mit groR3er Repro-
duzierbarkeit Anzeichen einer RA, v.a. an Pfoten und Sprunggelenken [158].
Eine Reihe von Knock-out-Studien zeigten die fur dieses Modell wichtigen Zell-
typen und Mediatoren (zusammengestellt in Referenz [162] und [154]). Die An-
sammlung von Neutrophilen korreliert mit frihen Zeichen der Arthritis und ist
unabdingbar fur die Initiierung als auch die Aufrechterhaltung der Inflammation
[163]. Ebenso scheinen Makrophagen essentiell fur die Entwicklung der Arthritis
zu sein [164]. Degranulierende Mastzellen kdénnen in der Synovialis bereits
nach 1 Stunde nachgewiesen werden [165]. Jedoch scheint die Abhangigkeit
des Modells von Mastzellen zwischen verschiedenen Mausstdmmen zu variie-
ren [161]. Weitere Studien zeigten die Bedeutung des alternativen Komple-
mentweges und bestimmter Komplementfaktoren, des Membran-Angriffs Kom-
plexes (MAK) sowie des FcyRIII-Rezeptors auf Makrophagen, Neutrophilen und
Mastzellen in Anti-GPI-induzierter Arthritis [166].

Bereits 1 Tag nach Injektion der AK kdnnen leichte histologische Zeichen einer
Inflammation sowie eine vermehrte Ansammlung proliferierender Zellen im Ge-
lenk nachgewiesen werden [167]. Auf der Basis von Studien mit Positronen-
Emissions-Tomographie (PET), die eine rasche Lokalisierung von Anti-GPI-
Immunglobulin (Ig)G in die distalen Gelenke zeigten [168], publizierten Wipke et
al. 2004 ein bisher akzeptiertes Stufenmodell zur Entstehung der Anti-GPI-
Arthritis [169]. Dabei fuhrt die Bindung von Anti-GPI-AK an zirkulierendes Anti-
gen zur Erkennung dieser I6slichen Immunkomplexe durch den FcyRIlI- Rezep-
tor auf Blut-Neutrophilen. Im Zusammenspiel mit perivaskular lokalisierten
Mastzellen kommt es zu einer massiven, wenn auch zunachst transienten Per-
meabilitdtsstorung und AK kdnnen vermehrt direkt die Gelenkhdhlen erreichen.
Anti-GPI-AK, die ihr Antigen auf der Knorpeloberflache binden, setzen den al-
ternativen Komplementweg in Gang, was zur Produktion von Komplementfaktor
Cbha fuhrt. Cha aktiviert dann eine Reihe von Entziindungszellen wie Neutrophi-

le, Mastzellen, Makrophagen sowie Endothelzellen und stimuliert die Produktion
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von pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNF und IL-1. Die Autoren geben
hierfir einen Zeitraum zwischen 24 und 48 Stunden nach AK-Injektion an [163].
Diese Vorgange sind reversibel und die Arthritis bleibt transient wenn keine wei-
teren Injektionen der AK erfolgen. Interessant ist die Frage, wie ein ubiquitares
Antigen wie GPI (Vorkommen im Zytoplasma aller Zellen, in der Blutbahn und
auf Knorpeloberflachen) zu einer gelenkbetonten Erkrankung fuhrt [170]. Grun-
de hierfur sind spezifische Charakteristika der Blutgefal3e im Gelenk (z.B. ver-
mehrte Expression vasoaktiver Amin-Rezeptoren [36]) und ein Fehlen von Inhi-
bitoren des alternativen Komplementweges in der Gelenkhdhle [170]. Mit dem
Anti-GPI-Modell der RA lasst sich also gezielt die Effektorphase der Inflammati-
on untersuchen [171]. Entsprechend kann es auch in T- und B-Zell-defizienten
Recombination-activating Gene 1 (RAG-1)—Knock-out-Mausstammen ausgeldst
werden, wobei T-Zellen dann im Verlauf der Arthritis eine Rolle spielen [154;
172]. So konnen IL-17-produzierende T-Zellen die Arthritis im Tierexperiment
verstarken [173].

Interessant ist die unterschiedliche Abhéngigkeit des Modells von wichtigen pro-
inflammatorischen Zytokinen. IL-1 ist absolut essentiell zur Arthritisentwicklung
im Anti-GPI-Modell. Die Abh&ngigkeit von TNF ist jedoch sehr variabel und
hangt moglicherweise mit Umweltfaktoren zusammen. Ji et al. sehen hier eine
Parallele zu Anti-TNF-Therapie resistenten Patientenkollektiven [174]. Eine IL-
6-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Arthritisentwicklung in muriner RA [162],
IL-17 zeigt pro-inflammatorische Effekte [175], ist jedoch nicht obligat. Die Wahl
des Mausstranges spielt ebenfalls eine Rolle in der Krankheitsentstehung. So
entwickeln Mause mit BALB/c-Hintergrund friher (nach 1 Tag) und starker eine
Anti-GPI-Arthritis als C57BL/6-Tiere (nach circa 3 Tagen) [176]. Tabelle 1 gibt in
Anlehnung an Referenz [177] einen Vergleich des CIA und Anti-GPI Modells
anhand ausgewahlter Charakteristika.
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Tabelle 1: Vergleich des CIA und Anti-GPI Modells (Auswahl), adaptiert nach Christensen et al.,
2016 [177] (Keine formale Genehmigung des Verlags zur Verdffentlichung notwendig (Stand
3/2018)).

Arthritismodell CIA Anti-GPI/STIA
Antigen Kollagen 1l Glukose-6-Phosphat Isomerase
L Entwicklung innerhalb Entwicklung innerhalb von 1-3
Kinetik
von ca. 3 Wochen Tagen
Beteiligte Zell- Monozyten, Granulozy- Monozyten, Granulozyten, T-
typen ten, T- Zellen, B-Zellen Zellen (nicht in Induktionsphase)
Bete";(?:; ZY0- | INF, IL-1, IL-17, IL-6 IL-1, IL-17, TNF (variabel)

1.3 Bildgebende Verfahren in der Diagnostik der RA

Bildgebende Verfahren werden zur Erforschung, Stratifizierung, Aktivitatsbeur-
teilung und im Therapiemonitoring der RA eingesetzt. Die in der Klinik regelhaft
zur Verfugung stehenden Methoden sind die klassische konventionelle Radio-
graphie, die Sonographie, die Computertomographie (CT), die Magnetreso-
nanztomographie (MRT) sowie nuklearmedizinische Methoden wie die Szinti-
graphie. Die Diagnose der RA wird haufig durch eine Kombination aus klini-
schen und Bildgebungs-Parametern gestellt. Die vom American College of
Rheumatology (ACR) 2010 neu entwickelten Klassifikationskriterien basieren
auf dem gesicherten Vorhandensein einer Synovitis, dem Ausschluss einer al-
ternativen Diagnose und dem Erreichen eines gewissen Score. Sie sind nicht
als Diagnosekriterien entwickelt worden [178]. Die Sensitivitdt und Spezifitat
dieser Kriterien hangt stark vom Endpunkt der Studien ab, z.B. Beginn der The-
rapie mit Disease-modifying antirheumatic Drugs (DMARD) oder dem Nachweis
von Erosionen. Generell werden die Kriterien als sehr sensitiv (ca. 80 % bei

Endpunkt ,Beginn von DMARD-Therapie®) angesehen. Immer noch wird ein Teil
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der frihen undifferenzierten Arthritiden (UA), welche dann zur RA fortschreiten,
nicht erkannt. Aufgrund des Einschluss von serologischen Parametern (Vor-
handensein von ACPA oder RF) in die Kriterien ist die Sensitivitat besonders
schlecht bei sogenannten ,seronegativen Patienten (nur ca. 16 %) [179].
Hauptkritikpunkt der aktuellen ACR 2010-Kriterien ist die Spezifitdt, welche in
Studien, je nach Endpunkt, deutlich unter der Sensitivitat liegt. Dies kann zu
einer Ubertherapie fiihren, die vor allem bei teuren und nebenwirkungsreichen
Biologika wie TNF-Blockern bedeutsam ist. Wichtig wére es, die Spezifitat wei-
ter zu verbessern und die Kriterien fir UA-Patienten mit Risiko fur einen erosi-
ven Verlauf (auch wenn sie nicht formal die ACR-Kriterien erfullen) zu verfei-
nern, da auch diese Patienten von einer moglichst friihzeitigen Therapie profi-
tieren. Die vorhandenen Kriterien kbnnen also bisher zur Diagnose nur in Zu-
sammenspiel mit einer ausfuhrlichen Differentialdiagnostik sowie dem Miteinbe-
ziehen zusatzlicher prognostischer Faktoren genutzt werden [179].

Hieraus wird deutlich, dass Bildgebung, obwohl kein eigenstandiger Teil der
ACR-Kriterien, einen entscheidenden Beitrag leisten kann. 2013 wurden daher
erstmals von der European League against Rheumatism (EULAR) Empfehlun-
gen zum Nutzen von bildgebenden Verfahren auf Basis der aktuellen klinischen
Evidenzlage vorgestellt [180]. Zusammenfassend stellen bisher vor allem Mag-
netresonanztomographie (MRT) und Sonographie Methoden dar, welche in fol-
genden Punkten wertvoll und der klinischen Untersuchung tberlegen sind bzw.
diese erganzen:

- Sensitive Detektion von Gelenkinflammation (auch in vorliegender Klini-
scher Remission) sowie Gelenkzerstérung, damit verbesserte und frihe-
re Diagnose

- Voraussicht einer Progression von einer UA zu einer RA und Prognose
eines erosiven Krankheitsverlaufs

- (Subklinische) Veranderungen bei Therapiegabe (Therapiemonitoring)
Die Autoren geben jedoch ebenfalls an, dass in Zukunft der Fokus noch starker

auf die Erkennung subklinischer Vorgange gelegt werden muss [180]. Damit

wird die Bedeutung von molekularer Bildgebung in der RA deutlich. Molekulare
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Prozesse und Veranderungen sind enorm wichtig fur die Individualisierung der
Therapie (Therapie-Stratifizierung) sowie die kurzfristige Beurteilung eines The-
rapieansprechens, da die zugrunde liegenden Immunprozesse (wie unter 1.1.1
ausgefuhrt) zwischen einzelnen Individuen erheblich differieren kbnnen [181].
Weiterhin kann molekulare Bildgebung in der Erforschung und Entwicklung
neuer Therapieansétze eine Rolle spielen [182].

1.4 Die Positronen-Emissions-Tomographie in der RA

1.4.1 Technische Aspekte der Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein bildgebendes Verfahren,
welches funktionelle Informationen von molekularen Zustadnden und Prozessen
im Korper liefert, im Gegensatz zu morphologischen Informationen einer CT
oder MRT. Dabei ermdglicht die PET die zeitliche und raumliche Zuordnung von
Stoffwechselprozessen oder —zustanden sowie die Visualisierung und Quantifi-
zierung der Verteilung von Rezeptoren im Gewebe. Die PET ermittelt die Infor-
mation aus der Verteilung von sog. Tracern im Korper. Ein Tracer ist ein radio-
aktiv markiertes Molekll, welches in spezifische Stoffwechselvorgdnge oder
Zellzustande eingebunden wird oder als Rezeptorligand fungiert, ohne die bio-
logischen Prozesse zu verandern. Grundlagen dieses Einsatzes radioaktiver
Verbindungen als Tracer wurden schon 1923 von De Hevesy entwickelt [183].
Der Positronen-Emissions-Tomograph erstellt eine Abbildung der Verteilung der
Radioaktivitat und gibt somit nicht-invasiv Einblick in molekulare Vorgange im
Korper. Mit in vivo Bildgebungsverfahren wie der PET sind longitudinale Studien
durch die repetitive Messung des immer gleichen Tieres oder Patienten mog-
lich, was die Beobachtung individueller Entwicklungen z.B. einer Erkrankung in
einem Organismus ermdoglicht und im praklinischen Setting unter anderem den
Vorteil von stark reduzierten Versuchstierzahlen bietet [184].

In der PET werden als Tracer radioaktive Nuklide verwendet, die einen Positro-
nen (B+)-Zerfall durchlaufen. Dabei wird ein Proton in ein Neutron umgewan-
delt, wobei vom Kern ein Positron sowie ein Neutrino emittiert werden. Nach

einer Wanderung von Energie- bzw. Isotopabhéngig wenigen Zehntel-
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Millimetern bis Millimetern (sog. Positrone Range) hat das Positron fast seine
gesamte kinetische Energie verloren und es kommt zu einer Annihilationsreak-
tion mit einem Elektron. Die hierbei freigesetzte Energie wird in Form von 2
Photonen mit jeweils 511 Kiloelektronenvolt (keV) in die entgegengesetzte
Richtung in einem Winkel von 180° abgegeben. Einige dieser Photonenpaare
verbleiben innerhalb des PET-Detektorrings, der aus einer bestimmten Anzahl
von Detektorblocken besteht (Abbildung 3). Die beiden zur gleichen Zeit von
einem Photon getroffenen Detektoren zeichnen eine Koinzidenz auf, was die
raumliche Zuordnung der Photon-Emittierung auf einer Line of Response (LOR)
zwischen den Detektoren erlaubt. Durch geeignete Szintillatorkristalle werden
die 511 keV Photonen gestoppt und in sichtbares Licht umgewandelt, was wie-
derum durch einen Photomultiplier in ein analoges elektrisches Signal umge-
wandelt und verstarkt wird. Reihen von Koinzidenzen parallel angeordneter
LOR uber einen gewissen Zeitraum werden in ein sog. Sinogramm histogram-
miert und Uber die gesamten 360° des Detektorrings aufgetragen. Geeignete

Rekonstruktionsalgorithmen (s.u.) generieren hieraus ein 3D-Bild.

Emissionsakquisition im PET-Scanner Sinogramm 3D-Bild

) ) Geeignete
Histogrammierung Rekonstruktions-

algorithmen

Abbildung 3: Datenakquisition in der PET. Adaptiert nach Fahey et al., 2002 [185], Veroffentli-
chung mit Genehmigung des Verlags, © Society of Nuclear Medicine and Molecular Imaging,
Inc..

Verschiedene technische und physikalische Effekte kdnnen zu einem Rauschen
(Noise) im spéateren Bild beitragen und verschlechtern das Signal-to-Noise Ver-

haltnis [186; 187]. Beispielsweise fuhren Compton-Interaktionen zu einer Erho-
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hung des Hintergrunds durch Streuung und auf3erdem zu einem Verlust von
Counts auf der richtigen LOR (Schwachung). Zuféllige Koinzidenzen (zuneh-
mend bei hoherer injizierter Tracerdosis) und multiple Events (z.B. durch 2
gleichzeitig detektierte Annihilationsprozesse) tragen ebenfalls zu einem
schlechteren Signal-to-Noise Verhaltnis bei. Hinzu kommen physikalische Ei-
genschaften des Detektors (z.B. Detektionseffizienz und statistische Fluktuatio-
nen des Szintillators). Es mussen entsprechend geeignete Korrekturen durch-
gefuhrt werden, u.a. die Schwachungskorrrektur durch einen Transmissions-
scan z.B. mittels einer Kobalt-Quelle [188], eine Streuungskorrektur sowie eine
Normalisierung zum Ausgleich der Detektoreffizienz.

Die raumliche Auflosung des Scanners wird als Blurring (Unschéarfe) einer
Punktquelle gemessen (Point Spread Function (PSF)) und als Full Width at half
Maximum (FWHM) dieser Funktion angegeben. Die Auflésung wird dabei u.a.
von der Lokalisation der Punktquelle im Field of View (FOV) des Scanners be-
stimmt [189]. AulRerdem ist sie abhangig von physikalischen Faktoren (z.B. Po-
sitrone Range und nicht linear emittierte Annihilationsphotonen), technischen
Faktoren (GrofRe und Breite der Detektoren) sowie dem Rekonstruktionsalgo-
rithmus [187; 190; 191]. Generell wird die beste rAumliche Auflésung in der Mit-
te des FOV erreicht, da an den Seiten des Scanners zusatzliche Effekte (z.B.
Depth of Interaction) hinzukommen und die PSF breiter wird.

Essentiell ist bei der Auswertung von praklinischen PET-Daten zu beachten,
dass es ab einer Objektgré3e von kleiner als 3x der FWHM zum sog. Partialvo-
lumeneffekt (PVE) kommt. Der PVE beschreibt 2 Phdnomene, welche die wah-
re Menge an Radioaktivitat in der beobachteten Struktur verfalschen und so
besonders im praklinischen Setting zu Quantifizierungs- und Vergleichbarkeits-
problemen fihren kénnen [192]. Das eine Phanomen fuhrt zu Unscharfe und
scheinbarer VergréRerung kleiner aktivitatsreicher Strukturen, da es zu einem
Spill-out von Aktivitdt aus Bereichen hoherer Aktivitat in Bereiche niedrigerer
Aktivitdt kommt. Dabei wird die eigentliche Aktivitat in der Struktur unterschétzt
(umgekehrt als Spill-in bezeichnet). Der Effekt des PVE nimmt zu, je kleiner die
beobachtete Struktur ist. Das zweite Phanomen ist der sog. Tissue Fraction

Effect. Besteht das Signal in einem Bildvoxel aus unterschiedlichen Aktivitatsni-
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veaus (z.B. durch unterschiedliche anatomische Strukturen), wird die resultie-
rende Aktivitat gemittelt (Abbildung 4). Dies fuhrt ebenfalls zu Spill-out und Ver-

falschung der dargestellten Strukturen.

Wahre Gemessene Aktivitat spill-out
Aktivitésverteilung

Abbildung 4: Tissue Fraction Effect. Adaptiert nach Soret et al., 2007 [192], Vertffentlichung mit
Genehmigung des Verlags, © Society of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, Inc..

Eine Korrektur fir den PVE kann z.B. Uber die Koregistrierung der PET-Bilder
mit Strukturaufnahmen (z.B. CT/MRT) erfolgen [193]. Aul3erdem kann durch ex
vivo-Aktivitatsmessungen mittels eines y-Counters der Einfluss des PVE abge-
schatzt werden.

Ein wesentlicher Punkt der Datenakquisition bei der PET ist der Unterschied
zwischen einem 2D- und einem 3D-Akquisitionsverfahren [185; 187]. Im (zuerst
entwickelten) 2D-Verfahren werden nur bestimmte LOR, also bestimmte Detek-
torpaare, zur Rekonstruktion einer Bildebene zugelassen. In einer strikten 2D-
Aufnahme sind dies nur die im jeweiligen Detektorring erfassten Koinzidenzen,
was friiher mechanisch durch das Einbringen von Blei-Septen erfolgte. Eine 3D-
Aufnahme bedeutet grundsétzlich, dass die PET-Daten nicht als parallele Da-
tensatze organisiert und keine Septen vorhanden sind. Jeder Detektor kann mit
jedem Detektor koinzidieren und man erhalt eine erhdhte Sensitivitat der Mes-
sung von echten Koinzidenzen. Gleichzeitig werden jedoch auch falsche Koin-
zidenzen (z.B. gestreute Events) vermehrt detektiert, was geeignetere Korrek-
turverfahren notwendig macht. Die Sensitivitatserhohung im Vergleich zu 2D-
Verfahren ist dabei nicht homogen sondern fallt zu den Grenzen des FOV hin

stark ab. Wie oben beschrieben hangt auch die rdumliche Auflésung vom Re-
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konstruktionsalgorithmus ab, wobei ein 3D-Algorithmus hier in gewissen Gren-
zen mathematisch zuldsst, die Auflésung individuell Gber das FOV zu bestim-
men. Der in dieser Arbeit verwendete PET-Scanner akquiriert grundsatzlich im
3D-Modus. Durch ein nachtragliches Fourier Rebinning (FORE), kdnnen die
obliguen Sinogramme einer 3D-Aufnahme in parallele transversale 2D-
Datenséatze transformiert und mit entsprechenden 2D-Algorithmen rekonstruiert
werden. Dies bedeutet zwar einen Verlust der Sensitivitat, hat aber den Vorteil
einer massiv verkirzten Berechnungszeit.

Zusammengefasst werden durch Anwendung geeigneter Korrekturen (wie z.B.
Schwachungskorrektur, Normalisierung) und unter Beriicksichtigung von PVE
sowie der Wahl eines geeigneten Akquisitions- und Rekonstruktionsalgorithmus

eine quantitative Analyse der Distribution des Radiotracers im Gewebe maglich.

1.4.2 Aktueller Stellenwert der PET-Bildgebung in der RA

Aktuell gibt es mehrere Ansatze, Entziindungsvorgange in der RA molekular
mittels PET darzustellen. Am besten untersucht ist hierbei die Visualisierung
eines erhohten Zellmetabolismus bei einer Entziindungsreaktion mit dem Tra-
cer [*®F]Fluordesoxyglucose (FDG). [*®F]FDG ist ein Glukoseanalogon, das in
aktiv metabolisierenden Zellen akkumuliert und somit die gesamtmetabolische
Aktivitat in der Synovitis abbildet [194]. Sowohl préklinisch in einer Reihe von
Mausmodellen [195] als auch in klinischen Studien wurde die erhéhte Akkumu-
lation von [®F]JFDG im arthritischen Gelenk gezeigt und mit MRT-
Untersuchungen korreliert [196]. Studien wiesen auRerdem eine positive Korre-
lation von [*¥F]JFDG-PET mit anderen Entziindungsmarkern wie CRP und dem
MMP-3-Level im entziindeten Gelenk nach [197]. [\®F]FDG-PET kann die Betei-
ligung asymptomatischer Gelenke, inklusive auch der sog. Hochrisiko-L&sionen
im Atlantookzipital-Gelenk sensitiv darstellen [198]. In Verbindung mit der mor-
phologischen Information des CT ist die [*®F]FDG-PET/CT in bestimmten ana-
tomischen Gebieten (z.B. Lumbalwirbelsdule) der MRT Uberlegen [194]. Neues-
te Studien fanden zudem eine gute Korrelation der [*®F]FDG-PET mit dem The-
rapieansprechen bei verschiedenen Biologika [199; 200]. Elzinga et al. zeigten,
dass die PET-Ergebnisse 2 Wochen nach Anti-TNF-Therapie (Infliximab) mit
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der klinischen Aktivitdt 22 Wochen nach Therapiebeginn korrelieren [201]. Auch
der Einsatz von kombiniertem [*®F]JFDG-PET und MR wurde bereits erfolgreich
in der RA evaluiert [202].

Andere PET-Tracer, die bisher in der RA eingesetzt wurden, konnten ebenfalls
erfolgreich eine subklinische Arthritisaktivitat detektieren. Der Makrophagen-
Tracer [*1C]PK11195 ist dabei dem MRT in der Pradiktion von Arthritisexazer-
bationen sogar leicht Uberlegen Gent et al [203]. Kneilling et al. zeigten, dass
auch die Dynamik friher Mechanismen der RA mittels nicht-invasiver PET-
Bildgebung erforscht werden kénnen. Die vor allem durch Hypoxie vermittelte
Angiogenese stand im Fokus der Studie. Mit dem Radiotracer [®F]Galacto-
RGD konnte die avp3-Integrin-Aktivierung als frihes Zeichen der Angiogenese

in experimenteller RA nachgewiesen werden [204; 205].

1.4.3 Maoglichkeiten der PET-Bildgebung zur Detektion von Hypoxie im

Allgemeinen und in der RA

Die Visualisierung von hypoxischem Gewebe hat heutzutage vor allem in der
Onkologie eine grofRe Bedeutung erlangt, da die Hypoxie als ein Charakteristi-
kum von Tumoren gilt und das Vorhandensein hypoxischer Areale in Tumoren
mit einem aggressiveren Tumorphanotyp, einer schlechteren Prognose und
Resistenz gegenltber Radiotherapien einhergeht [206]. Die nicht-invasive Vi-
sualisierung hypoxischer Areale hat daher vor allem in der Stratifizierung von
Patienten und der Radiotherapieplanung eine wichtige Funktion [207]. Zwei un-
terschiedliche Tracergruppen haben sich in Forschung und Klinik durchgesetzt,
die Fluor-18 (*¥F) markierten Nitroimidazole und die Kupfer-64 (6*Cu) markier-
ten Diacetyl-bis-N-Methylthiosemicarbazon (¢*Cu-ATSM)-Analoga [207].

Nitroimidazol-Verbindungen wurden schon in den 50er Jahren als antibiotisch
wirksam in anaeroben Bakterien gefunden [208]. Seit Chapman et al. Anfang
der 80er-Jahre die ersten Autoradiographie-Studien mit [**C]Misonidazol durch-
fuhrten [209] wurden eine Vielzahl von Verbindungen entwickelt [207]. Ihnen
gemeinsam ist der Mechanismus der Retention in hypoxischen Bereichen. Nit-

roimidazole diffundieren (in Abhéngigkeit von ihrer Lipophilie) durch Zellmemb-
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ranen und werden dort von intrazellularen Nitroreduktasen einer Einzelelektro-
nen-Reduktion unterzogen. Diese hat als Produkt ein freies anionisches Radi-
kal. Bei ausreichendem O2-Angebot in der Zelle wird die Reaktion aufgrund der
hoheren Affinitat von Elektronen zu O2 riickgdngig gemacht und das Nitroimida-
zol diffundiert aus der Zelle. Bei Sauerstoffmangel erfolgen jedoch subsequente
Reduktionsreaktionen und die Bindung des Nitroimidazols tber Thiolgruppen an
zellulare Makromolekile [210; 211]. Diese Bindung findet zum tberwiegenden
Teil intrazellular statt [212] und kann aufgrund der notwendigen Reduktaseakti-
vitat auch nur in vitalen Zellen erfolgen. Man geht Ublicherweise von einem O2-
Partialdruck unter 10 mmHg zur ausreichenden Bindung der Nitroimidazole aus
[213]. Das Redoxpotential des Nitroimidazols muss daftir unter dem des Sauer-
stoffs liegen, darf jedoch auch nicht zu gering sein, um eine Hypoxie-
spezifische Bindung zu gewéahrleisten [214]. Theoretisch kommen jedoch auch
Reaktionen z.B. mit Zweielektronen-Reduktasen (z.B. Diaphorase) vor, welche
die Sauerstoffabhangigkeit der Bindung umgehen und so zu einer unspezifi-
schen Bindung fuhren kénnen [211]. Die Bindung der Nitroimidazole an die zel-
lularen Makromolekile wird grundsatzlich als sehr stabil angesehen, es gibt
jedoch fur bestimmte Tracer auch Studien, die eine teilweise Reversibilitat nicht
ausschlie3en [215; 216].

Die  bisher am besten untersuchte  Nitroimidazolverbindung st
[*8F]Fluormisonidazol  ([*®F]JFMISO) (Abbildung 5A). Die Bindung von
[*F]FMISO in Abhéangigkeit des Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe wurde in
zahlreichen in vitro- und in vivo-Untersuchungen belegt [217]. [**F]FMISO hat
einen Oktanol/Wasser-Partitionskoeffizienten (p) von 0,41, diffundiert somit frei
durch das Gewebe, kann die Zellmembranen penetrieren und equilibriert nach
ausreichender Zeit in normoxischem Gewebe mit dem Volumen des totalen
Korperwassers (TBW) [218]. Die initiale Verteilung von [*F]FMISO ist abhangig
von der Perfusion der Gewebe, nach einer bestimmten Zeit ist die Verteilung
jedoch von einer selektiven Retention in hypoxischen Bereichen bestimmt [213].
Normoxisches Gewebe equilibriert mit dem Plasma und hat daher im Idealfall
einen Blut/Gewebe-Quotient von 1 [219]. Aufgrund des rein diffusiven Trans-

ports und den in hypoxischen Geweben weiten Distanzen zwischen Blutgefa-
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Ben [220], stellt sich dieses Gleichgewicht, je nach Studie oder Autoren, zwi-
schen einer Stunde [221] und zwei Stunden [222] nach Tracerinjektion ein. Auf-
grund des relativ hohen Partitionskoeffizienten ist die endgtltige [**F]FMISO-
Anreicherung nicht durch Perfusion limitiert [213]. Dies bestétigt sich durch die
Aufnahme des Tracers in intraluminalen anaeroben Bakterien im Darm [223].
Die Nitroimidazole, inklusive [8F]FMISO, werden grofRtenteils im Urin ausge-
schieden. Es kommt jedoch bei [*¥F]FMISO aufgrund der relativen Lipophilie
zum Metabolismus in der Leber und somit zu einer erhéhten hepatischen Tra-
ceraufnahme. Mehrere Studien wiesen markierte Metaboliten von [*®F]FMISO in
Plasma und Urin nach, was unter Umstanden die Spezifitat der Tracerbindung
beeintrachtigen kann [224; 225]. Andere Autoren gehen jedoch von keiner fur
die Bildgebung bedeutsamen Menge an Metaboliten aus [223; 226]. Wichtig fur
die Spezifitat ist die Stabilitat der *¥F-Bindung, was fir [*8F]JFMISO gezeigt wur-
de [227].

Eine aktuelle Ubersicht tiber bislang durchgefiihrte klinische Studien unter Ver-
wendung von [*®F]FMISO gibt Referenz [207]. In einer Studie mit Kopf-Hals-
Tumoren war die [*®F]JFMISO-PET pradiktiver fur das Patiententiberleben als
die [*®F]JFDG-PET [228]. In diesen Tumoren lasst sich auch eine gute Korrelati-
on von [¥F]FMISO-PET mit invasiven pO2-Messungen nachweisen [229]. Meh-
rere Studien zeigten aulRerdem eine gute Korrelation der Verteilung von
[*BF]JFMISO im Gewebe mit immunhistochemischen Methoden wie dem Nitro-
imidazol Pimonidazol, welches aufgrund seines identischen Bindungsmecha-
nismus haufig zur ex vivo Bestatigung von in vivo [*¥F]JFMISO-PET-Messungen
verwendet wird [230; 231]. In humanen Gliomen konnte auch eine Korrelation
der [*®F]FMISO-Aufnahme mit der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67
sowie des HIF-Zielgens VEGF-Rezeptor-1 bestétigt werden [232]. Interessan-
terweise scheint die Starke dieser Korrelationen jedoch vom Tumortyp abhan-
gig zu sein. Es zeigt sich keine Korrelation zwischen [*F]FMISO-Aufnahme und
pO2-Messungen in humanen Weichteilsarkomen [233] sowie zwischen
[*8F]FMISO-Aufnahme und Surrogatmarkern fir Hypoxie (z.B. GLUT1) in Pati-
enten mit Lungenkarzinom [234]. Fur humane Zervixkarzinome ist zudem keine

Korrelation von Pimonidazol und pO2-Messungen nachgewiesen [235].
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Zusammengefasst muss die Hypoxie-Bildgebung in jeder Krankheitsentitat, in-
klusive der RA, separat validiert werden und von manchen Autoren wird der
Einsatz von [®F]JFMISO als ,universeller* Hypoxie-Tracer angezweifelt [222]. In
der Abteilung fur Praklinische Bildgebung und Radiopharmazie in Tubingen
wurde bereits gezeigt, dass im murinen passiven K/BxN-Modell (Anti-GPI) eine
direkte Quantifizierung von Hypoxie mittels [*8F]JFMISO in etablierter RA mog-
lich ist [236]. Es wurde dabei eine gute Korrelation der in vivo PET-Messungen

mit ex vivo Biodistributions- und Autoradiographie-Analysen gezeigt.

Kritik am [®F]JFMISO-PET kam bisher vor allem aufgrund des geringen Kon-
trasts zwischen hypoxischem und normoxischem Gewebe auf. Daftir wurde der
relativ hohe Partitionskoeffizient des Tracers und infolge dessen die langsame
Auswaschung von [®F]JFMISO aus normoxischem Gewebe verantwortlich ge-
macht. Der am haufigsten verfolgte Ansatz zur Verbesserung des Kontrasts ist
bisher die Entwicklung hydrophilerer Verbindungen wie z.B. [*F]Fluorazomycin-
Arabinosid ([*8F]FAZA) [223], in welchem die Nitroimidazol-Verbindung mit Ara-
binose in a-Konfiguration verbunden ist (Abbildung 5B). [\®F]FAZA weist einen
Partitionskoeffizienten von 0,27 auf und wird deutlich schneller Gber die Niere
ausgeschieden als [8F]JFMISO. [®F]FAZA wurde bereits erfolgreich in klini-
schen Studien mit Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt [237]. Obwohl nur wenige
Studien beide Tracer in demselben Modell vergleichen, zeigen sich wider-
spriichliche Ergebnisse fir [*®F]JFAZA beziglich des Tumor/Muskel Kontrasts.
Sowohl ein im Vergleich zu [*®F]JFMISO verbesserter [238; 239], als auch ein
schlechterer Tumor/Muskel Kontrast wurde gezeigt [240]. Im murinen Arthritis-
modell war der Kontrast zwischen entziindetem Gelenk und gesundem Kon-
trollgelenk mit [*8F]JFMISO und [*8F]FAZA in etwa gleich gut [236].

[*8F]JFMISO und [*®F]FAZA gelangen beide durch passive Diffusion in das Ge-
webe. Daher gab es Bestrebungen zur Entwicklung von Nitroimidazoltracern,
die aktive Transportmechanismen nutzen kénnten, um somit die Gewebeauf-
nahme und den Kontrast zu erhohen. [*®F]FAZA ist zwar ein Nukleosidanalo-

gon, allerdings mit einer unnaturlichen Verkntpfung des Imidazolrings mit Ara-
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binose in a-Konfiguration. Um moglicherweise Nukleosidtransporter fir den
Transport in die Zelle nutzen zu kénnen, wurde die B-Konfiguration in Verknup-
fung mit einer (Deoxy-) Ribose synthetisiert (Abbildung 5C) [241]. Fir
[*8F]Fluorazomycin-B-Deoxyribose ([*8F]B-FAZDR) wurde bereits eine bessere
Tumor/Muskel-Ratio in Luft-, im Vergleich zu Sauerstoff-verdampfter Isofluran-
Narkose und damit eine Abhangigkeit der Traceraufnahme vom pO: gezeigt
[242]. Fur die Riboseform des Tracers ([*8F]B-5-FAZR) wurde bereits eine Inter-

aktion mit dem Nukleosidtransporter ACNT3 nachgewiesen [243].
A

[18F]FMISO [18F]ai- FAZA

B 18 —cH2

OH H
[18F]o,B - FAZDR

Abbildung 5: Strukturformeln der Nitroimidazoltracer (A) [*®F]FMISO, (B) [*8F]FAZA (Nitroimida-
zol + Arabinose) und (C) [*®F]B-FAZDR (Nitroimidazol + Deoxyribose). Blau hinterlegt ist die in
hypoxischen Zellen reduzierte Nitrogruppe.

1.5 Grundlagen der diffusionsgewichteten Magnetreso-

nanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) basiert auf dem Prinzip des Kernspins
von Atomkernen mit ungerader Nukleonenzahl (meist Wasserstoffkerne). Diese

rotieren um die eigene Achse (Spin) und erzeugen aufgrund der rotierenden
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Ladung ein geringes Dipolmoment [244]. Die ansonsten ungerichtet im Gewebe
liegenden Wasserstoffkerne werden nun vom starken Magnetfeld des MR-
Tomographen parallel oder, in geringerem Mal3e, antiparalell ausgerichtet und
rotieren (oder ,prazessieren®) in der sog. Lamorfrequenz um den Vektor des
Magnetfeldes. Es entsteht eine LAngsmagnetisierung. Durch senkrecht darauf
eingebrachte kurze Hochfrequenzimpulse in der Lamorfrequenz kippt der Mag-
netisierungsvektor in die Transversalebene (die Spins werden ,angeregt” sowie
synchronisiert bzw. ,in Phase“ gebracht) und die entstehende Transversalmag-
netisierung wird mittels einer Empfangsspule messbar, das MRT-Signal. Gewe-
bespezifisch kommt es mit einer bestimmten Zeitkonstante zur ,Relaxierung®
dieses Zustands, einerseits zurlick in den ursprunglichen Langsvektor (T1 oder
longitudinale Relaxation), andererseits de-synchronisieren die Spins in der
Transversalebene, was zum Verlust des MRT-Signals fuhrt (T2 oder transver-
sale Relaxation). Durch unterschiedliche Messsequenzen kann der Bildkontrast
mehr auf T1- oder T2- bedingten Gewebeunterschieden basieren, man spricht
von T1- oder T2-Wichtung [244]. Eine relativ neue Sequenz legt der Starke des
Messsignals die Diffusion von Wassermolekilen in einem bestimmten Zeitraum
innerhalb eines Gewebes zu Grunde. Diese Diffusions-gewichteten Bilder (Dif-
fusion-weighted Imaging (DWI)) werden bisher vor allem in der Schlaganfalldi-
agnostik und Onkologie eingesetzt, erste Studien wurden jedoch auch schon
mit RA-Patienten durchgefiihrt [245]. Technisch wird zwischen dem oben be-
schriebenen Anregungsimpuls und der Signalaufnahme ein Gradientenimpuls-
Paar geschaltet [246]. Der erste Impuls bringt die Spins auf3er Phase wahrend
der zweite sie wieder re-synchronisiert. In dem Mal3e, wie Wassermolekile sich
im Gewebe bewegt haben, kdnnen nicht mehr alle Spins re-synchronisiert wer-
den, das Signal wird schwéacher. Abhangig von der Starke und Dauer des Gra-
dientenimpulses wird fur eine bestimmte Diffusionskonstante ein bestimmter
Signalverlust gemessen. Diese ,Empfindlichkeit* des Systems auf die Diffusion
wird als b-Wert bezeichnet [244]. Die Beweglichkeit der Wassermolekile hangt
dabei von der Anzahl der Wassermolekile ab, der (Zell-)Dichte und Struktur
des Gewebes, der Temperatur, der Intaktheit von Zellmembranen sowie der

vorhandenen Perfusion und intravaskularen ,Diffusion®. Zur Vergleichbarkeit
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und Quantifizierung der DWI wird aus dem Verlust der Signalintensitat mehrerer
(mindestens jedoch zweier) b-Werte der sog. Apparent Diffusion Coefficient
(ADC) ermittelt. Er ist ein Mal3 fur die Diffusion im Gewebe und wird auf einer
parametrischen Karte dargestellt. Ermittelt wird der ADC vereinfacht gesagt als
Steigung der Signalintensitat in Abhéngigkeit vom b-Wert. In Abbildung 6 (loga-
rithmierte Darstellung) ist der ADC hoher fur Normalgewebe als fur Gewebe mit
eingeschrankter Diffusion, z.B. Tumorgewebe, welches mit einer erhéhten Zell-
dichte einhergeht. Typischerweise hat diese Kurve 2 Phasen. Die Schwachung
des Signals bereits bei niedrigen b-Werten (0-100 s/mm?) wird hauptsachlich
der Perfusion und der sich schnell bewegenden intravaskuléaren Fraktion zuge-

schrieben, héhere b-Werte reprasentieren mehr die interstitielle Diffusion [246].

g
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Abbildung 6: Logarithmierte Diffusions-Signalintensitat in Abhangigkeit vom b-Wert des Gradi-
entenfeldes fur Normalgewebe und Gewebe mit eingeschrankter Diffusion z.B. Tumor, welches
eine geringere Steigung und daher niedrigeren ADC aufweist. Adaptiert nach Attariwala et al.,

2013 [247], Veroffentlichung mit Genehmigung des Verlags, © John Wiley and Sons.

1.6 Bedeutung und Maoglichkeiten der pharmakologischen
Modulation des MAPK-Signalweges in der RA

Ziel der RA-Therapie ist nicht nur die Unterdrickung und Verlangsamung der

Krankheitsprogression, sondern auch eine dauerhafte Remission der Krank-

heitsaktivitat. Nur durch eine anhaltende Kontrolle der Inflammation lasst sich

eine irreversible Gelenkzerstérung vermeiden [248]. Seit Mitte der 80er-Jahre
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ist Methotrexat (MTX) als First-Line-Therapie der RA in Gebrauch [249], dessen
Einsatz jedoch einen unspezifischen immunsuppressiven Ansatz darstellt [250].
Zusatzlich stehen seit ca. 15 Jahren die Biologika zur Verfligung, die im Stan-
dard-Therapieregime bei Versagen konventioneller MTX-Therapie, in schweren
Fallen aber auch zur First-Line-Therapie eingesetzt werden [251]. Man unter-
scheidet neutralisierende Anti-Zytokin-Antikorper (z.B. gegen TNF: Infliximab),
l6sliche Zytokin-Rezeptoren (z.B. TNF-Rezeptor: Etanercept) und Anti-
Rezeptor-Antikorper (z.B. gegen CD20: Rituximab) [248]. Wie bereits bespro-
chen, zeigen ca. 40 % der Patienten unter den am meisten eingesetzten TNF-
Inhibitoren keine oder nur eine geringe Verbesserung der Krankheitsaktivitat
[252]. Die Remissionsrate lag 2010 insgesamt weiterhin unter 30 % [253]. Ein
gemeinsamer Nachteil der bisher eingesetzten Biologika ist deren molekulare
GroRRe, was eine parenterale Applizierung notwendig macht. 2012 wurde mit
Tofacitinib, einem Inhibitor der Januskinase (JAK), erstmals ein Medikament
aus der Klasse der neu entwickelten Small-Molecule Inhibitors zugelassen. Die-
se Pharmaka zielen auf die Inhibition von Proteinkinasen in Signalwegen
downstream der Zytokin-Rezeptoren ab und haben den Vorteil der oralen Appli-
kation. Im Fokus stehen pro-inflammatorisch wirkende Kinasen wie die Familien
der JAK oder MAPK (aktuell besprochen in Referenz [254]). Da das Therapie-
ziel die Suppression der Immunantwort ist, sind Infektionen bei allen genannten
Medikamenten die grofdte Gefahr, dazu kommen klassenspezifische Nebenwir-
kungen wie Anamie bei JAK-Inhibitoren oder eine Haut- und Neurotoxizitat wie
z.B. bei den Inhibitoren der MAPK-Familie.

MAPK waren eine der ersten Proteinkinasen, die vor 20 Jahren in den Fokus
der RA-Therapie rickten [255]. MAPK sind Serin/Threonin-Kinasen, die in 3
Gruppen unterteilt werden, die Extracellular Signal-regulated Protein Kinase
(ERK), die c-Jun N-Terminal Kinase (JNK), sowie die p38-MAPK, jeweils mit
ihren Isoformen. Upstream der MAPK stehen die MAPK-Kinasen (MAPKK o.
MKK) und die MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK o. MKKK) (Abbildung 7). Eine
zweifache Phosphorylierung der MAPK fiuhrt zu ihrer vollstandigen Aktivierung.

Welche MAPK aktiviert wird, hangt jedoch vom jeweiligen Stimulus ab. Mitoge-
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ne und proliferative Stimuli aktivieren MKK-1 und MKK-2, welche auf ERK-1/2
wirken, Stress-Stimuli oder inflammatorische Zytokine aktivieren JNK Uber
MKK-4 und MKK-7, oder p38 Uber MKK-3 und MKK-6 [256; 257]. Alle MAPK
sind in der RA-Synovialis aktiv und spielen eine Rolle in der Arthritis [258]. Be-
sondere Bedeutung wird der p38-MAPK beigemessen [259], da sie auf die Ex-
pression einer Vielzahl von pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNF, IL-1
und IL-18 wirkt sowie deren zellulare Effekte vermittelt [260; 261]. Aul3erdem ist
diese Kinase wichtig fur die Wirkung von RANKL auf Osteoklasten [262].
P38-Inhibition reduzierte in vitro die Zytokin-Produktion in FLS [263]. In vivo
zeigten eine grof3e Zahl von praklinischen Studien in Ratten- und Mausmodel-
len der RA einen anti-inflammatorischen Effekt einer p38-Inhibition [249]. Die a-
Isoform ist dabei wahrscheinlich am wichtigsten und wird in Endothel und syno-
vialer Intima exprimiert [264]. ERK wird hauptséachlich durch proliferative Stimuli
aktiviert und kontrolliert beispielsweise in FLS die Produktion von Prostaglandin
nach Stimulation mit Epidermal Growth Factor (EGF) [265]. JNK ist vor allem in
Knochen- und Knorpeldegradation wichtig [266; 267]. Han et al. zeigten, dass
JNK essentiell fur die Bildung von MMP-1 und MMP-13 nach IL-1-Stimulation in
FLS ist. Aul3erdem zeigte sich bei selektiver JNK-Inhibition nur ein moderater
Einfluss auf die Entzindung, jedoch ein massiver Rickgang der Knochen-
destruktion in einem Rattenmodell der RA [268].

Die MAPK-Signalwege sind mit Hypoxie-abhangigen Signalwegen eng verbun-
den. P38 und ERK werden in Hypoxie aktiviert und regulieren die Funktion von
HIF-1 [269; 270]. HIF wiederrum fordert die Aktivierung von p38 in humanen
FLS [116]. Abbildung 7 gibt einen schematischen Uberblick tiber den MAPK-

Signalweg.
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Abbildung 7: Schema des MAPK-Signalweges. Adaptiert nach Kumar et al., 2003 [255], Verof-
fentlichung mit Genehmigung des Verlags, © Springer Nature.

Eine Ubersicht zum aktuellen Stand der Entwicklung in der MAPK-Therapie ge-
ben Paunovic et al. [249]. Die p38-Inhibitoren kbnnen in verschiedene Klassen
eingeteilt werden. Zum einen sind Adenosintriphosphat (ATP)-kompetitive Inhi-
bitoren zu nennen, die an der ATP-Bindungsstelle der MAPK ansetzen und de-
ren Bindungspotential daher u.a. vom zellularen ATP-Spiegel abhangt [271].
Alteste Referenzsubstanz, die erfolgreich im CIA-Modell eingesetzt wurde, ist
SB203580. Aufgrund der Imidazol-Ringstruktur und des subsequenten Abbaus
durch Cytochrom-P (CYP) Enzyme in der Leber kam es jedoch zu lebertoxi-
schen Nebenwirkungen [272]. Eine weitere Inhibitorklasse bindet allosterisch,
also nicht kompetitiv, wie z.B. das bis in Phase 2-Studien angewandte BIRB-
796 [249]. Beide genannten Inhibitoren wurden spater als sehr unselektiv cha-
rakterisiert, da sie neben p38 auch noch JNK und andere Kinasen inhibieren
[273; 274]. Diese Unselektivitat der Inhibitoren wurde teilweise fur ihre toxi-
schen Effekte verantwortlich gemacht. Aus diesem Grund wurden immer selek-
tivere Inhibitoren entwickelt [275], auch mit dem Ziel, die genaue Funktion von
p38 besser verstehen zu kdénnen. Diese neue Generation (Second Generation)
von Inhibitoren nimmt dafiir mehrere sog. Selectivity Hotspots der p38-MAPK in
Anspruch, die nicht Gber eine Reihe von Kinasen konserviert sind und somit die

Selektivitat stark erh6hen [274]. Bisheriger Hohepunkt dieser Entwicklung stellt
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die Dibenzosuberonklasse mit ihrem Vertreter Skepinone-L dar, einem ATP-
kompetitiven Inhibitor [276], welcher 2 Selectivity Hotspots nutzt. Einer wird
durch ein Glycin-Residuum an der Kinase (Gly110) vermittelt, welches eine zu-
satzliche hydrophobe Bindung mit dem Inhibitor erlaubt und in dieser Form nur
in 9 % der Kinasen vorkommt (Glycin-Flip) [273]. Im Weiteren nutzt Skepinone-
L das sog. Gatekeeper Residuum (Threonin106), welches den Zugang zu einer
hydrophoben Tasche tiefer in der Kinase kontrolliert [273; 276]. Hinzu kommt
eine fur die Selektivitat der Bindung vorteilhafte verbesserte Rigiditat des Inhi-
bitors [277]. Nur das mit der a-Isoform zu 75 % sequenzidentische p38f weil3t
noch eine relevante Bindung auf. Skepinone-L reduziert in aktivierten humanen
Monozyten die Bildung von TNF, IL-1 und IL-10. Bei Exposition mit LPS fuhrt es
zu einer um 77 % reduzierten TNF-Ausschuttung. Aufl3erdem inhibiert es in vitro
effektiv die Wirkung von p38 in Thrombozyten und verhindert somit deren Akti-
vierung [278]. Diese p38-spezifischen Selectivity Hotspots werden von mehre-
ren neueren Inhibitoren benutzt, wie z.B. SCIO-469 (Talmapimod) [279; 280],
VX-702 [281; 282] und Pamapimod [275].

Die genannten spezifischen Inhibitoren waren in praklinischen Studien Uberaus
erfolgreich, jedoch wurde in der RA wéahrend Phase-2 Studien nicht mehr als
eine transiente Reduktion des C-reaktiven Proteins (CRP) erreicht [283]. Ham-
maker et al. geben einen Uberblick tiber moglichen Griinde fur das Versagen
der p38-Inhibitoren in der humanen RA [284]. Eine Erkenntnis neuerer Studien
ist dabei die Tatsache, dass die Kinase Uber negative Feedback-Mechanismen
reguliert wird, vor allem mediiert durch Dual-Specificity MAPK Phosphatases
(DUSP) [285]. Ein bekanntes Beispiel ist die Induktion von MAPK Phosphatase-
1 (MKP-1), auch genannt DUSP-1, welche p38 selbst und JNK durch Dephos-
phorylierung deaktiviert und durch p38 und ERK induziert wird [285]. Die Hem-
mung von p38 fihrt also u.U. zu einer erhohten JNK-Aktivitdt. P38 inhibiert
auch die MAPKKK TGF-B-activated Kinase (TAK), welche neben p38 noch JNK
und NF-kB-Signalwege aktiviert [286]. Bei p38-Inhibition ist eine verstarkte In-
flammation Uber diese Signalwege mdglich. Aullerdem sind anti-
inflammatorische Funktionen von p38 bekannt, wie z.B. die Produktion von IL-

10 [287; 288]. Einige Autoren schlagen deshalb vor, den Fokus auf Targets

-51-



Einleitung

downstream der Kinase zu legen [289]. Ein Beispiel ist die MAPK-activated Pro-
tein Kinase 2 (MK2), eine Kinase, welche von p38 phosporyliert wird und fur die
Expression von TNF wichtig ist. MK2-defiziente Mause waren gegen CIA resis-
tent [290]. Alternativ kdnnte Gber die Hemmung von Enzymen upstream der p38
die negativen Feedback-Mechanismen umgangen werden, ein Ansatz der
ebenfalls schon in experimenteller RA erfolgreich war [284; 291]. Ein weiterer
Ansatz stellt die duale Inhibition mehrerer pro-inflammatorischer Signalwege
oder Kinasen dar. In Studien wurde eine pro-inflammatorische Rolle der Phos-
phodiesterase (PDE)-4 in der RA belegt [292; 293]. Eine duale p38/PDE-4-
Hemmung wurde bereits erfolgreich in muriner chronischer Atemwegserkran-
kung evaluiert [294], zudem war der duale Inhibitor ML 3595 in einem Ratten-
modell der chronischen Arthritis der Wirkung eines selektiven p38-Inhibitors
uberlegen [295].

Schlussendlich muss bei der deutlichen Diskrepanz zwischen préklinischer und
klinischer Therapieeffizienz von p38 Inhibitoren die generelle Frage nach der
Ubertragbarkeit von Tierstudien auf den Menschen gestellt werden. Dabei diffe-
rieren die Expressionsmuster der Kinasen zwischen verschiedenen RA-
Modellen [296]. Es wurde bereits gezeigt, dass Anti-RA-Therapien in unter-
schiedlichen Tiermodellen unterschiedliche Effektstarken aufzeigen [297].

1.7 Ziele und Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll die Moglichkeiten des Einsatzes molekularer Bildge-
bung in entzindlich-rheumatischen Erkrankungen wie der RA weiterentwickeln
und dabei auch einen Beitrag zum Verstandnis der pathophysiologischen Me-
chanismen in experimenteller Anti-GPIl-induzierter Arthritis leisten. Dazu wurden

2 Ansatze verfolgt:

1.7.1 Vergleichende Analyse der Hypoxie-PET-Tracer [*¥F]FMISO und
[*8F]B-FAZDR in der experimentellen RA

- Ist mit den Radiotracern [*®F]JFMISO und [*8F]B-FAZDR eine friihzeitige

sensitive und spezifische Detektion einer Anti-GPIl-induzierten RA mdg-
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1.7.2

lich? Erlauben die Radiotracer die Beurteilung des Verlaufs der Erkran-
kung (Tag 1, 3, 6 und 8 nach Arthritisinduktion)?

Konnen die in vivo PET-Ergebnisse mittels ex vivo Pimonidazol-
Immunhistochemie, Autoradiographie und Biodistributionsanalysen be-
statigt werden?

Bieten diffusionsgewichtete MRT-Messungen einen zusatzlichen Nutzen

in der Evaluation der experimentellen RA?

Validierung des therapeutischen Potenzials individueller Inhibitoren
der p38-MAPK und dessen Monitoring mit dem Hypoxie-Tracer
[*8F]FMISO

Vergleich des therapeutischen Potentials verschiedener Klassen von
MAPK-Inhibitoren: der duale p38/PDE-4-Inhibitor ML 3595 [295], der
hochselektive p38-Inhibitor Skepinone-L [276] und der p38/IJNK 3-
Inhibitor LN 950 [295; 298; 299]. Mit welchem Inhibitor ist eine Suppres-
sion der Arthritisaktivitat in Anti-GPI-induzierter RA mdglich?

Ist mittels [*®F]FMISO-Hypoxie-PET ein verlassliches Therapiemonitoring

von p38-MAPK-Therapie in experimenteller RA moglich?
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2. Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien und Geréate

Typ Firma
Cellstar Tubes Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Safe Lock Tubes Eppendorf AG, Hamburg, D
Pipetten 50 ml Corning Inc., Corning, NY, USA

Objekttrager Super-Frost (Plus) R. Langenbrinck, Emmendingen, D

37 °C Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen, D

Vortex-Genie 2 Scientif Industries Inc., Bohemia, NY, USA
Zentrifuge: Mikro 220R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

Waage: Kern 572 Sartorius AG, Géttingen, D

Feinwaage: ME235S Sartorius AG, Gottingen, D

pH-Meter Mettler Toledo, Schwerzenbach, CH

2.2 Versuchstiere

Weibliche BALB/c Mause wurden von Charles River Laboratories International
Inc. (Wilmington, MA, USA) bezogen. Die Haltung erfolgte in der Tierhaltung
der Abteilung fur Praklinische Bildgebung und Radiopharmazie oder im Inter-
disziplinaren Zentrum fir Klinische Forschung (IZKF) der Universitat Tubingen.

Die Experimente wurden unter Einhaltung der Richtlinien des Tierschutzkomi-
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tees des Regierungsprasidiums Tubingen durchgefuhrt (R12/12). Die Tiere wa-
ren zu Beginn der Experimente durchschnittlich 20 g schwer. Das Alter der Tie-
re zu Beginn der Experimente betrug durchschnittlich 8-9 Wochen, fur die The-
rapiestudie mit MAPK-Inhibitoren 11-15 Wochen.

2.3 Induktion des Anti-GPI-Modells der RA

Antikdrperhaltiges Serum wurde von K/BxN Tieren aus eigener Zucht bezogen
(Abteilung fur Préklinische Bildgebung und Radiopharmazie, Universitat Tlbin-
gen), 1:1 verdinnt mit Phosphate Buffered Saline (PBS, Life Technology Corp.,
Grand Island, NY, USA), aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Kontrollserum wur-
de durch retrobulbare Venenpunktion von Wildtyp C57BL/6 Tieren mittels einer
Kapillare (0,8 mm Innendurchmesser, Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt, D)
gewonnen und nach Zentrifugation ebenfalls 1:1 mit PBS verdinnt und bei -80
°C gelagert. Grundsatzlich wurden zur Arthritisinduktion 200 pL Anti-GPI- oder
Kontrollserum intraperitoneal (i.p.) in weibliche Wildtyp BALB/c M&ause injiziert.
Die Gelenkschwellung wurde taglich mittels eines mechanischen Messgerates
(Oditest, KODJ0305, Kroeplin GmbH, Schluechtern, D) gemessen.

2.4 MAPK-Inhibitoren und Therapieapplikation

Die verwendeten MAPK-Inhibitoren wurden im Institut fir Pharmazeutische und
Medizinische Chemie der Universitat Tubingen (Prof. Stefan Laufer) entwickelt
und freundlicherweise fur diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Koeberle et al.
zeigten ein sehr gutes Selektivitatsprofil fir Skepinone-L (Ko p38a: 1,5 nM) so-
wie eine potente Inhibition der p38-MAPK (p38-Enzymassay ICso: 5 nM; Voll-
blutassay ICso: 40 nM) [276]. ML 3595 zeigte eine ICso von 500 nM in einem
p38-Enzymassay und eine ICso von 200 nM fur PDE-4 in U937-Zellen [295]. Fur
LN 950 wurde eine I1Cs0 von 11 nM in einem p38-Enzymassay gefunden [299].
Zusatzlich besteht bei LN 950 eine inhibitorische Komponente gegentiber JNK
3 (personliche Kommunikation, Prof. Stefan Laufer, Institut fur Pharmazeutische
und Medizinische Chemie, Universitat Tubingen).
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Die Inhibitoren wurden bei 4 °C gelagert und taglich 30 mg/kg (0,6 mg/20 g
Maus) als Therapie pro Maus appliziert. Als Kontrolle wurde PBS verabreicht.
Die Inhibitoren wurden nach folgendem Schema verdinnt:

- 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

D)

- 10 % Cremophor EL (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

- 80 % Aqua dest.
Ein Volumen von 100 pL/Maus wurde 1:1 mit Aqua dest. verdinnt und taglich
verabreicht. An Tag 1 der Therapiegabe von Skepinone-L wurde kein Cremo-
phor EL fur die Verdinnung verwendet und der Inhibitor nur in 5 % DMSO ge-
|6st. Die p.o. Applikation erfolgte am wachen Tier oder bei kurzer Narkose (vgl.
2.5.2). Das Studiendesign war auf eine prophylaktische Therapiegabe ausge-
legt mit einem Therapiebeginn 3 Tage vor Arthritis- oder Kontrollserum-Injektion
bis 7 bzw. 8 Tage nach Krankheitsinduktion (Abbildung 8). Fir den Inhibitor LN
950 wurde keine extra Kontrollgruppe mitgefihrt. Nach Ende der Studie wurden
die Tiere unter tiefer Narkose mittels zervikaler Dislokation geopfert und Proben
fur histologische Untersuchungen entnommen. Fur die Therapie mit Skepinone-
L und ML 3595 wurde dieselbe PBS-Vergleichsgruppe verwendet, daher wer-
den fir diese Inhibitoren identische Vergleichswerte angegeben (wenn notwen-
dig als PBS 1 gekennzeichnet, vgl. Tabelle 7, 3.4.3). Aufgrund des zeitlichen
Abstandes der Versuchsdurchfihrung wurde fir die Therapie mit LN 950 eine
eigene PBS-Vergleichsgruppe mitgefiihrt (wenn notwendig als PBS 2 gekenn-
zeichnet, vgl. Tabelle 7, 3.4.3).
Aufgrund eines Therapiefehlers an Tag 7 in der Skepinone L-Gruppe werden im
Folgenden nur Ergebnisse bis zu diesem Tag dargestellt. Versehentlich wurde
einer nicht identifizierten Kontrolle der ML 3595-Therapiegruppe an Tag 2 nach
Arthritisinduktion keine Therapie appliziert. Aufgrund der geringen Standardab-
weichung der Gruppe in den folgenden PET-Messungen hatte dies jedoch kei-

ne Konsequenz.
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Therapiebeginn Therapieende

Tagliche Gelenkmessung

ex vivo
Analyse

Arthritis-/Kontroll-
serum-Injektion

PET PET

Abbildung 8: Studiendesign fur die MAPK-Therapiestudie. Start der Therapiegabe an Tag -3 bis
Tag 7/8, GPI-Serum- oder Kontrollserum-Injektion an Tag 0 sowie PET-Messungen an Tag 3
und 6 nach RA-Induktion.

2.5 Bildgebende Verfahren

2.5.1 Herstellung der Radiotracer

Die verwendeten Radiotracer wurden in der Radiopharmazie der Universitat
Tldbingen synthetisiert (Herr PD Dr. Gerald Reischl). Im Folgenden ist der Pro-
duktionsprozess der Tracer gekurzt beschrieben.

[*8F]B-FAZDR wurde in einem automatisierten System (TRACERIab FXF-N, GE
Healthcare, Munster, D) synthetisiert. 18F wurde als [*®F]Fluorid in einem PETt-
race Zyklotron (GE Healthcare, Uppsala, S) hergestellt. [*F]Fluorid wurde auf
einen Anionentauscher adsorbiert (Sep-Pak Light, Accell Plus QMA, Waters
GmbH, Eschborn, D) und mit einem Mix aus Acetonitril, Wasser, Natriumkarbo-
nat und Kryptofix 2.2.2 (Merck, Darmstadt, D) eluiert. Die Losung wurde unter
Vakuum (ca. 12 mbar) bei 70 °C (7 min) und 120 °C (7 min) getrocknet. Die
Markierung erfolgte in 1 mL DMSO bei 70 °C mit 5 mg der Vorlaufersubstanz
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(Abbildung 9 links). Danach folgten die Hydrolyse mit 0,2 N NH4OH und die
Neutralisation mit 0,2 N wassrigem NaH2POas. Ungebundenes [*F]Fluorid wur-
de durch eine Aluminiumkartusche (SEP-PAK light, Alumina N, Waters, Milford,
MA, USA) entfernt. Die Kartusche wurde mit High-Performance liquid Chroma-
tography (HPLC)-Eluens gespult und die kombinierten Fraktionen auf eine
HPLC-Séaule (Luna C18(2) 250 x 10 mm, 5 um, Phenomenex, Aschaffenburg,
D) zur Trennung aufgetragen. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 5 mL/min
hatte das Produkt eine Retentionszeit von 19—-20 min (k' = 6,8), detektiert mit-
tels UV (220 nm) und Radiodetektor. Ungefahr 4-5 mL des Produkts wurden
gesammelt, durch einen 0,22 um-Filter (Millex-GS, Millipore, Bedford, MA, USA)
steril gefiltert und im Anschluss einer Qualitatsprobe unterzogen.

Der Referenztracer [*®F]FMISO wurde nach Standardprotokoll synthetisiert, wie

zuvor beschrieben [300].

R R
TosO ON)\NOZ 1. [K/2.2.2]F,DMSO  °F ON)\NOZ
OAc OH

Abbildung 9: Herstellung von [*8F]B-FAZDR (rechts).

2.5.2 Vorbereiten der Versuchstiere fur PET und MRT

Die Tiere wurden mittels 1,5 % Isofluran (Isofluran CP, cp-pharma, Burgdorf, D)
verdampft mit Luft (20/21 % Oz (Rest N2), Westfalen AG, Munster, D) narkoti-
siert (Narkoseeinheit/Vernebler: Landmark, Vetland Medical Sales & Services
L.L.C., Louisville, KY, USA). Zur Injektion des Tracers wurde ein intravendser
(i.v.) Zugang in die Schwanzvene (Vena caudalis mediana) des jeweiligen Tie-
res gelegt. Der Katheter wurde konstruiert aus einer Insulinspritze (BD U-40
Insulin, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D), die mit einer sterilen heparini-
sierten NaCl-Losung gefullt wurde, einem Schlauch (High-Med-PE, 0,28 mm
Innendurchmesser, Reichelt Chemietechnik, Heidelberg, D) sowie einer Nadel
(Microlance™ 3, 30 G, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D). Vor der Kathe-

terisierung wurde der Schlauch des Katheters stets gesplilt, um verbleibende
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Luft zu entfernen. Bei langerem Verbleib der Tiere in Narkose wurde Augensal-
be (Corneregel, Dr. Mann Pharma GmbH, Berlin, D) angewendet, um das Aus-
trocknen der Hornhaut zu verhindern.

Fur die Messungen im PET oder MRT wurde die Temperatur der Tiere mittels
einer rektalen Sonde mit einem digitalen Rickkoppelsystem konstant gehalten.
Die Versuchstiere wurden in der Mitte des Field of View (FOV) im PET-Scanner
platziert. Im MRT diente eine Lokalisierungs-Sequenz fur die korrekte Platzie-
rung der Tiere im FOV. Die Narkose wurde wéahrend der gesamten Messung

aufrechterhalten.

2.5.3 PET-Messung und Bildrekonstruktion

Der hier verwendete Inveon PET-Scanner (Siemens Molecular Imaging Inc.,
Knoxville, TN, USA) besteht aus 4 Reihen mit jeweils 16 Blockdetektoren [188].
Damit wird ein FOV von 10 cm transaxial und 12,7 cm axial erreicht. Die raumli-
che Auflésung hangt vom verwendete Rekonstruktionsalgorithmus sowie der
Position innerhalb des FOV ab. Sie ist bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Rekonstruktionsalgorithmus bis zu einem radialen Abstand von 1,5 cm vom
Center of the FOV (CFOV) unter 1,5 mm FWHM in der tangentialen und radia-
len Richtung [190; 191].

Zur Reduktion der Messzeit wurden dynamische und statische Messungen
durchgefiihrt. Dynamische Messungen dienen zur Ermittlung der Tracerkinetik
und werden simultan zur Tracerinjektion gestartet. Die Messzeiten variierten je
nach Fragestellung zw. 5400 und 7200 Sekunden (Akquisitionseinheiten: 5x 60
Sekunden; 11x 300 Sekunden; 3-6x 600 Sekunden). Bei statischen Messungen
wird nach der Applikation des Tracers bis zum Beginn der Messung eine soge-
nannte Traceraufnahme-Zeit (uptake) abgewartet. Wahrenddessen verbleiben
die Mause in Narkose. AnschlieRend wird eine Messung von 600 Sekunden
gestartet. Sowohl bei dynamischen als auch bei statischen Messungen wurde
nach der Emissionsmessung eine zuséatzliche Transmissionsmessung fur die
Schwachungskorrektur mit Hilfe einer Kobalt-Quelle durchgefiihrt (803 Sekun-
den). Die Rohdaten der Messungen wurden mithilfe der Software Inveon Aquisi-

tion Workplace (Siemens Molecular Imaging Inc., Erlangen, D) akquiriert sowie
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in zweidimensionale Sinogramme histogrammiert. Die Bildrekonstruktion erfolg-
te mit dem Algorithmus Ordered Subset Expectation Maximization (OSEM).

OSEM ist ein iterativer Algorithmus, das heil3t er geht initial von einer pauscha-
len Annahme der Tracerverteilung aus und néahert sich dann durch eine be-
stimmte Anzahl Iterationen den gemessenen Rohdaten im Sinogramm an [187].
Die Bilddaten wurden mit einer Pixelgrof3e von 0,78 x 0,78 mm in einer 128 x

128-Matrix rekonstruiert.

Im Rahmen der Tracervergleichsstudie wurden PET-Messungen an den Mess-
tagen 1, 3, 6 und 8 nach Arthritisinduktion durchgeftihrt. Zu beachten ist, dass
hierfir aufgrund technischer Einschrankungen nicht immer dieselben Tiere bzw.
Versuchsgruppen benutzt werden konnten. Aufgrund geringer Standardabwei-
chungen in den Ergebnissen sowohl der Gelenkmessung (vgl. 3.2.1) als auch
Quantifizierung der Traceraufnahme (vgl. 3.2.3) wird dies jedoch im Folgenden

nicht im Einzelnen aufgeschlisselt.

2.5.4 Auswertung der PET-Daten
Die PET-Daten wurden mithilfe der Software PMOD (PMOD Technologies Ltd.,

Adliswil, CH) ausgewertet. Hierzu wurde eine standardisierte Region of Interest
(ROI) von stets 2,7 mm Durchmesser Uber dem oberen Sprunggelenk (OSG)
der Mause angelegt. 3 zweidimensionale ROI Ubereinander platziert ergaben
ein Volume of Interest (VOI), aus welchem die mittlere Radioaktivitét in Kilobe-
querel (kBg)/cm® ermittelt wurde. Fir die Quantifizierung der Traceranreiche-
rung wurde aus den dynamischen Messungen der Wert verwendet, der dem
mittleren Zeitpunkt der statischen Messung entsprach. Zur Ermittlung der Tra-
cerkinetik konnten die Zeiteinheiten (Frames) der dynamischen Messungen
aufsummiert und eine Zeitaktivitdtskurve (Time Activity Curve (TAC)) erstellt
werden. Alle erhobenen Daten wurden zerfallskorrigiert. Die gemessene Aktivi-
tat des VOI in kBg/cm® wurde auf die injizierte Aktivitat korrigiert und in Prozent

der injizierten Dosis pro cms3 (%lD/cc) umgerechnet.
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2.5.5 MRT-Messung

Die MRT-Messungen erfolgten mit einem 7 Tesla MRT-Scanner (ClinScan,
Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, D). Die Tiere wurden analog zu den PET-
Messungen wahrend der gesamten Messzeit unter Isofluran/Luft-Narkose ge-
halten. Mit Hilfe einer Lokalisierungsmessung konnten die Tiere mittig im FOV
des Scanners platziert werden, danach folgte die Akquisition einer konventio-
nellen T2-Anatomie-Sequenz. Diffusionsgewichtete Sequenzen wurden fur die
b-Werte 0, 150, 300, 600 und 1000 aufgenommen. Vor oder nach den MRT-
Messungen erfolgte sequentiell eine PET-Messung wie oben beschrieben
(2.5.3).

2.5.6 Auswertung der diffusionsgewichteten MRT-Sequenzen

Die Berechnung der parametrischen ADC-Karten erfolgte mit Hilfe von MATLAB
(Release 2010a, MathWorks GmbH, Ismaning, D). Die daflir notwendigen Ap-
plikationen wurden von Dr. Jonathan Disselhorst (Abteilung fir Praklinische
Bildgebung und Radiopharmazie, Universitat Tubingen) zur Verfigung gestellt.
Die ADC-Karten wurden in PMOD manuell mit einer T2-Anatomie oder PET-
Messung koregistriert und visuell beurteilt. 3 Gibereinander liegende ROI von je
2,7 mm Durchmesser wurden Uber dem Bereich der héchsten ADC-Werte ge-
legt. Der mittlere ADC-Wert wird in 10 mm?/s angegeben.

2.6 Biodistributionsanalyse

Die Biodistributionsanalyse ist ein ex vivo Verfahren zur Feststellung der Vertei-
lung der Radioaktivitat in verschiedenen Organen und kann u.a. zur Validierung
der PET-Ergebnisse herangezogen werden. Die zur Biodistribution vorgesehe-
nen Tiere wurden sofort nach Beendigung der PET-Messungen mittels zervika-
ler Dislokation geopfert. Sogleich erfolgte die Entnahme von Organen (Blut,
Sprunggelenke beidseitig, Pfoten beidseitig, Leber, Niere, Milz, Muskel) in 5 ml-
Rohrchen (Sarstedt AG, Numbrecht, D). Da eine weitere histologische Verarbei-
tung geplant war, wurden die Gelenke und Pfoten in 4,5 % pH-neutralem For-
maldehyd (SAV LP GmbH, Flintsbach, D) fixiert. Die Proben wurden mit einem

-61-



Material und Methoden

v-Counter (Wizard 1480, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) gemessen und die
erhaltenen Counts anhand eines Standards (Mittelwert aus 5x500 pL Wasser
mit bekannter Aktivitat) auf Isotopzerfall und Gewicht normiert. Die Ergebnisse
wurden als %ID/g berechnet. Das Gewicht der Organe wurde vor jeder Auswer-

tung auf Plausibilitat Gberpruft.

2.7 Autoradiographie

Die Autoradiographie ist ein ex vivo Verfahren, mit dem die Verteilung der Ra-
dioaktivitat in einem Gewebeschnitt untersucht werden kann. Zur Autoradiogra-
phie vorgesehene Tiere wurden sofort nach Beendigung der PET-Messungen
mittels zervikaler Dislokation geopfert. Die Gelenke von Arthritis- und Kontroll-
tieren wurden in Tissue-Tek (Tissue-Tek Cryomold, Sakura Finetek, Alphen aan
den Rijn, NL) eingebettet. Nach Kiihlung und Fixation mit einem Kaltespray (So-
lidofix-Kaltespray, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) wurden die Blocke auf einem
Kryotom (Leica CM1850, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar) durch-
schnittlich 20 um dick geschnitten. Anschliel3end wurden die Schnitte auf einer
Phopshor-Platte (Storage Phosphor Screen, Molecular Dynamics, Sunnyvale,
CA, USA) fir ca. 24 Stunden belichtet und auf einem Phosphor-Imager
(STORM, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA; Software: Storm Scanner
Control Version 5.01) mit einer PixelgroRe von 50 um ausgelesen. Die Autora-
diographie wurde mit der Software ImageJ (Version 1.42q, National Institute of
Health, Bethesda, MD, USA) analysiert.

2.8 Histologie

Nach Abschluss der in vivo Untersuchungen wurden bestimmte Tiere fur eine
histologische Auswertung verwendet. Hierzu wurden die Sprunggelenke in 4,5
% Formaldehyd fixiert und dekalzifiziert. Fur alle Versuche, ausgenommen im-
munhistologische Farbungen (vgl. 2.9), wurde die Entkalkung fur 10 Tage in 10
% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) bei
56 °C durchgeflhrt. Im histologischen Labor der Universitatshautklinik Ttbingen

erfolgte die Einbettung der Proben in Paraffin. Auf einem Rotationsmikrotom
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(RM 2235, Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) wurden 3-5 um Gewebe-
schnitte hergestellt. Danach wurde eine konventionelle Hamatoxylin und Eosin
(H&E) Farbung nach Standardprotokoll durchgefiihrt [45]. Die Begutachtung der
Schnitte erfolgte mittels eines NanoZoomers (NanoZoomer 2.0-HT C9600, Ha-
mamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, D). Die
Proben der MAPK-Inhibitor Studie wurden vom Pathologischen Institut der Uni-
versitat Tubingen (Frau Prof. Dr. Leticia Quintanilla-Fend, Frau Dr. Ursula Kohl-

hofer) gefarbt und beurteilt.

2.9 Immunhistochemie

2.9.1 Pimonidazol-Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung mittels Pimonidazol dient dem ex vivo
Nachweis von hypoxischen Gewebearealen und wurde bereits erfolgreich zum
Nachweis von Hypoxie in experimenteller RA eingesetzt [119; 301]. Pimonida-
zol ist eine Nitroimidazolverbindung, die sich nach demselben Prinzip wie die
bereits oben beschriebenen PET-Tracer in Zellen mit niedrigem Sauerstoffpar-
tialdruck unter 10 mmHg anreichert. Dabei geht sie mit Thio-Gruppen von Pro-
teinen eine stabile, kovalente Verbindung ein [302]. Die Verteilung von Pimo-
nidazol im Gewebe kann durch immunhistochemische Methoden auf Paraffin-
oder Kryoschnitten sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurde das Hypo-
xyprobeTM-1 Plus Kit verwendet (Hypoxyprobe Inc., Burlington, MA, USA),
welches neben dem Antigen Pimonidazol den monoklonalen IgG-
Priméarantikdrper FITC-conjugated Mouse monoclonal Primary Antibody (FITC-
Mab1) sowie den Sekundarantikdrper Rabbit anti-FITC conjugated with Horser-
adish Peroxidase (Sek.-AK) enthalt. Um die Spezifitat der Bindung des Pri-
marantikérpers zu demonstrieren, wurde ein Maus-Anti-Human HLA-IgG (Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D) in der gleichen Stoffmenge als Isotyp-
Kontrolle verwendet. Wie vom Hersteller veranschlagt wurden pro Maus 1,5 mg
Pimonidazol in einem Volumen von 150 pL gel6st und i.p. injiziert. Nach einer
Aufnahmezeit von 50 Minuten wurde das Tier mittels zervikaler Dislokation ge-

opfert und die Gelenke fur eine spatere Erstellung von Paraffinschnitten in For-
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maldehyd fixiert. Mit dem unter 2.8 beschriebenen Vorgehen zur Entkalkung der
Gewebe zeigte sich keine Pimonidazolfarbung der Schnitte, moglicherwiese
aufgrund der langen Zeit der einwirkenden Hitze auf Pimonidazoladdukte. Pi-
monidazol wurde zwar bislang nicht als hitzelabil beschrieben, fir andere Anti-
gene kann jedoch schon die normale Paraffin-Schmelztemperatur von 60 °C
schéadlich sein [303]. Es wurden daher im Rahmen dieser Arbeit zwei Protokolle
entwickelt, die bei einer kurzen Entkalkungszeit sowohl am Mikrotom schneid-
bare Gelenke als auch zufriedenstellende Farbeergebnisse ermdglichen sollten.
Die Zeit zwischen Entwésserung der Proben und Einbettung in Paraffin wurde
minimiert, da ausgetrocknete Gewebe eine erhdhte unspezifische Bindung auf-
weisen. Das Farbeprotokoll (Tabelle 4) ist eine Abwandlung des Protokolls un-
ter Referenz [304] und wurde in Bezug auf moglichst geringe unspezifische

Bindung sowohl des Primar- als auch des Sekundarantikorpers optimiert.

Protokoll 1: Entkalkung auf Basis von EDTA

Die schonendste Entkalkung ohne Gewebeverlust wird mit dem Chelator EDTA
erreicht [305]. Der Chelator arbeitet in einem alkalischen pH-Bereich optimal,
aufgrund maoglicher Alkalin-sensibler Verbindungen wurde in dieser Arbeit je-
doch ein Bereich von pH 7,2-7,4 konstant gehalten.

Tabelle 2:Protokoll fir Entkalkung mit EDTA.

Schritt | Zeitdauer Vorgang

1 40-50 h Fixierung in 4,5 % Formaldehyd

Entkalkung in 20 % EDTA-L6sung im 37 °C Inkubator,

2 Biszu 7 d taglicher Wechsel, pH 7,2-7,4

Protokoll 2: Entkalkung auf Basis von Ameisensaure

Eine schnellere, jedoch aggressivere Dekalzifizierung ist mit Hilfe von S&uren
maoglich. Bei zu langer Einwirkung kann es zu Gewebeschaden und Verlust von

nuklearen Antigenaddukten kommen [305]. Eine relativ schwache und scho-
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nende Saure ist die Ameisensaure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
D). Sauren kénnen auch zur Oberflachendekalzifizierung wahrend des Schnei-

dens benutzt werden.

Tabelle 3: Protokoll fur Entkalkung mit Ameisenséure

Schritt | Zeitdauer Vorgang
1 40-50 h Fixierung in 4,5 % Formaldehyd
Bis zu : 0 : .
2 (max.) 12 h Entkalkung in 10 % Ameisenséure

Danach wurden die Gewebe bis zur Entwasserung in 70 % Ethanol (SAV LP,
Flintsbach, D) gelagert und auf eine erneute Verweildauer in Formaldehyd ver-
zichtet. Die anschlielende Farbung wurde mit Ausnahme der Antikdrperver-
dinnungen fur beide Dekalzifizierungsprotokolle nach Tabelle 4 durchgefuhrt.
Hierzu verwendete Puffer wurden wie folgt hergestellt:
- Waschpuffer und Antikoérperverdinnungspuffer Tris buffered Saline
(TBS): Tris Base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D); NaCl;
KCL; pH 7.4
- Proteinase K-Verdunnungspuffer Tris-EDTA-Puffer (TE) [306]: Tris Base;
EDTA; Triton X-100 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D); pH 8.0

Tabelle 4: Farbeprotokoll fur Pimonidazol-Immunhistochemie. Adaptiert nach [304].

Schritt Zeitdauer Vorgang

Deparaffinieren in Xylol/Clear-Rite 3 (Ther-

1 2x5 min mo-Scientific, Waltham, MA, USA)

2 2x3 min Deparaffinieren in 100 % Ethanol
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3 je 1x3 min Deparaffinieren in 95 %, 70 %, 50 % Ethanol
4 Einzeichnen der Schnitte mit Wachsstift
(DAKO Pen, Dako Denmark, Glostrup, DK)
5 15 min Endogener Peroxidase-Block mit 3 %-H20:2
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D)
Waschen in TBS + 20 % Tween
6 2x5 min (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D)
(Im Folgenden TBS-T genannt)
. o Antigen-Retrieval mit Proteinase-K
7 15 m:(nu;)nafgr = (Roche, Mannheim, D), 20 pg/ml in TE-
Puffer, pH 8.0
8 2x5 min Waschen in TBS-T
Protein-Block mit DAKO Blocking Solution
9 15 min (DAKO North America, Capinteria, CA, USA)
(danach nicht waschen)
) Inkubation des Primar-AK in TBS + 1 % BSA
10 Uber Nacht (4 °C) | (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D)
Verdinnung 1:50-1:200
11 2x5 min Waschen in TBS-T
: . Inkubation des Sekundar-AK in TBS
12 45 min bei RT Verdinnung 1: 200-1:400
13 2x5 min Waschen in TBS-T
14 2-5 min, je nach Inkubation mit Diaminobenzidin (DAKO North
Farbeintensitéat America, Capinteria, CA, USA)
15 3x2 min Waschen in TBS-T
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16 > min Gegenfarbung in Hamatoxylin
(Mayers Hamalaun, Merck, Darmstadt, D)
. ,Blauen® der Schnitte unter laufendem Was-
17 10 min
ser
18 je 2x5 min Dehydrierung mit 95 % und 100 % Ethanol
19 2x5 min Dehydrierung mit Xylol
20 Eindecken der Schnitte mit Eukitt
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D)

2.9.2 P38-MAPK-Immunhistochemie

Zusatzlich wurde eine Immunhistochemie an Schnitten aus der MAPK-
Therapiestudie (PBS-Therapiegruppe) durchgefihrt. Als Primarantikérper wur-
de ein polyklonaler Rabbit-anti-Mouse-Antikorper (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) appliziert, der gegen phosphorylierte und unphosphorylierte
Formen der p38a-, B- und y—MAPK gerichtet ist. Als Sekundarantikérper wurde
ein Goat-anti-Rabbit-lgG-Antikdrper (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
benutzt. Das Protokoll der Entkalkung entsprach der Ublichen Prozessierung
unter 2.8, das Farbeprotokoll wurde analog zu 2.9.1 durchgefiihrt (Tabelle 4),

mit einer Primar- und Sekundarantikérper-Konzentration von 1:100.

2.10 Statistik

Folgende statistische Analyse wurde mit freundlicher Hilfe von Herrn Prof. Mar-
tin Eichner (Institut fur Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie, Uni-
versitat Tubingen) geplant und erstellt. Die Berechnung erfolgte mit der Soft-
ware JMP (Version 11.2.0, 64 Bit, SAS Institute, La Jolla, CA, USA) sowie
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Grundsatzlich
wurde zur Analyse der Gelenkdurchmesser und der Radiotraceraufnahme das

arithmetische Mittel beider Gelenke einer Maus gebildet. War nur ein Gelenk
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geschwollen, so wurde nur dieses in die Auswertung miteinbezogen. Die
dadurch entstehende leichte Verzerrung in der Streuung der Grundgesamtheit
wurde in Kauf genommen. Abweichungen von dieser Regel wurden als solche
gekennzeichnet.

Fur die Messungen von Gelenkdurchmesser und Traceraufnahme wurde durch
Vergleich von Medianen und Mittelwerten der Gruppen das Vorliegen einer
Normalverteilung angenommen. Dargestellt sind der Mittelwert der Gruppe (mit
n=Anzahl der Mause) mit Standardabweichung. Fir die Biodistributionsanaly-
sen wurde die Normalverteilung abgelehnt. Dargestellt sind hier Mediane mit

Minimum und Maximum.

2.10.1 Vergleich der Hypoxie-Tracer [*¥F]FMISO und [*®F]B-FAZDR

Unter Annahme von normalverteilten Daten wurde aus den gruppenabhangigen
Mittelwerten und Standardabweichungen mittels Normalverteilungsfunktion er-
rechnet, welcher Anteil der Werte unter (=Kontrolle bzw. Maf3 fur die Spezifitat)
oder uber (=Arthritis bzw. Mal3 fur die Sensitivitdt) einem bestimmten Schwel-
lenwert liegt. Dieser Schwellenwert wurde so gewahlt, dass die Sensitivitat
gleich der Spezifitdt war. So wurde die empirische Sensitivitat und Spezifitat
ermittelt, mit der ein Radiotracer an einem bestimmten Beobachtungszeitpunkt
das Merkmal ,Arthritis“ detektiert. Zur Berechnung wurden hier alle Einzelge-
lenke sowie der aus diesen Daten errechnete Mittelwert mit Standardabwei-
chung verwendet.

Zur quantitativen Analyse der Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde das
Konfidenzintervall der Differenz zwischen den Mittelwerten (Im Bsp. Gruppe ,A®
und Gruppe ,B“) berechnet. Hierzu wurde zunachst das 97,5 %-Quantil der t-
Verteilung (t*) mit (n1+n2-2) Freiheitsgraden ermittelt und dann nach Gleichung
1 und 2 vorgegangen (vgl. [307]):

Standardfehler (SE) der Dif ferenz A(yean a—mean ) (SEs)

(1)
= (SEn)? + (SEp)?

Dann:
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95 % — Konfidenzintervall von A = (4 —t* * SE,) bis (A + t* * SE,) (2)

Beinhaltete das Konfidenzintervall der Differenz die Zahl ,0“, wurde das Ergeb-
nis als nicht signifikant gewertet. Im Gegensatz dazu bedeutet ein signifikantes
Ergebnis auf dem 5 %-Niveau, dass die Differenz zu 95 % nicht ,0“ ist. Wo p-
Werte angegeben sind, wurden diese mit einem T-Test auf ungleiche Varianz
ermittelt. Das a-Fehlerniveau wurde bei 0,05 festgelegt. Ein signifikant unter-
schiedliches Ergebnis wurde in Graphiken mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Zur Analyse von Quotienten (Ratios) zwischen zwei Gruppen-Mittelwerten (Im
Bsp. Gruppe ,A“ und Gruppe ,B“) wurde nach Gleichung 1 und 2 (vgl. [307])

vorgegangen:

Standardfehler (SE) des Quotienten Qyean a/Mean B) (SEQ)

(SE? | (SEp)? (3)
= Q* 12 + B2
Dann:
95 % — Konfidenzintervall von Q = (Q —t* x SEy) bis (Q + t* x SE;) (4)

Zur Analyse von Korrelationen wurden ebenfalls alle Einzelgelenke separat ein-
bezogen. Es wurde ein Pearson-Korrelationskoeffizient ermittelt. Der Vergleich

zweier Korrelationskoeffizienten wurde nach Sachs et al. durchgefuihrt [308].

2.10.2 Therapiestudie mit MAPK-Inhibitoren

Zum Vergleich der Varianzen der Therapiegruppen wurden alle Einzelgelenke
mit einbezogen. Es wurde ein Bartletts-Test auf Varianzgleichheit durchgefuhrt.
Ein p-Wert von <0,05 galt als signifikantes Ergebnis und die Nullhypothese der
Varianzgleichheit wurde abgelehnt.

Differenzen zwischen Gruppen-Mittelwerten und die Analyse von Korrelationen

wurden analog zu 2.10.1 berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich von OSEM 2D- und OSEM 3D-rekonstruierten

Datensatzen

Bei der MAPK-Inhibitor Therapiestudie zeigten sich nach einer OSEM 2D-
Rekonstruktion mit Inveon Aquisition Workplace (16 Subsets, 4 Iterationen,
FORE [188]) deutliche Zeichen eines Spill-over-Effektes durch die Anreicherung
des Tracers in der Blase, welches zu Ausldschungsphanomen des PET-Signals
in den Gelenken fiihrte (Abbildung 10A). Entsprechend hoch stellte sich die
Standardabweichung der ID/cc dar, wenn die ROI in den Bereich des OSG ge-
legt wurden (Abbildung 10B). Daher wurde derselbe Datensatz ebenfalls mit
OSEM 2D* (entwickelt von Dr. Martin Judenhofer, Abteilung fir Praklinische
Bildgebung und Radiopharmazie, Universitat Tubingen) und OSEM 3D (2 Itera-
tionen [188]) rekonstruiert. OSEM 2D* verwendet weniger LOR zur Rekonstruk-
tion der Tracerverteilung, was zu einer deutlichen Verbesserung der Bildqualitat
und der Quantifizierung der Daten fuhrte. Nach Rekonstruktion mit dem OSEM
3D-Algorithmus zeigten sich wie erwartet hohere Werte fur die Quantifizierung
in den ROIs. AulRerdem verschwanden die Ausléschungsphdnomene aufgrund
des dreidimensionalen Rekonstruktionsansatzes des Algorithmus. Abbildung 10
verdeutlicht, dass die Wahl des Rekonstruktionsverfahrens die Resultate der
Studie sowie die Analyse der Daten (im speziellen die Effekte der Therapie)
beeinflussen kann. Aufgrund der dargelegten Charakteristika der verschiedenen
Akquisitionsverfahren (Standardabweichung der %ID/cc, Rekonstruktionsdauer)

wurde fur diese Arbeit durchgehend der Algorithmus OSEM 2D* genutzt.
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40- Hl Placebo Arthritis (n=4)
’ I Therapiegruppe 1 Arth. (n=4)
3,5 Il Therapiegruppe 2 Arth. (n=4)

I Placebo Kontrolle (n=4)
B Therapiegruppe 1 Ko. (n=1)
Il Therapiegruppe 2 Ko. (n=3)

OSEM 2D OSEM 2D* OSEM 3D

Abbildung 10: Vergleich von OSEM 2D, OSEM 2D* und OSEM 3D rekonstruierten Datensatzen
aus [*®F]JFMISO-PET Akquisitionen, (A) reprasentative [*®F]FMISO-PET-Bilder nach OSEM 2D-
(Links), OSEM 2D*- (Mitte) und OSEM 3D-Rekonstruktion (Rechts), (B) Quantifizierung der
PET Daten in %ID/cc im oberen Sprunggelenk, Tag 6 nach Arthritisinduktion. Arth. = Arthritis,
Ko. = Kontrolle

3.2 Vergleichende Analyse der Hypoxie-PET-Tracer
[*8F]FMISO und [*F]B-FAZDR im Verlauf der Anti-GPI-

induzierten experimentellen Arthritis in vivo und ex vivo

3.2.1 Klinische und histologische Validierung der Arthritis

Nach Injektion der Anti-GPI-Autoantikorper kam es innerhalb von 24 Stunden
zu Klinisch sichtbarer Schwellung an Pfoten und Sprunggelenken der Versuchs-
tiere. Abbildung 11 zeigt die Gelenkdurchmesser (mm), in Abhangigkeit der Zeit
nach Arthritis- oder Kontrollserum-Injektion fur Tiere aus den ['®F]B-
FAZDR/[*®®F]FMISO-Vergleichsstudien. Der Krankheitsverlauf entspricht dem in
frheren Arbeiten publizierten Verlauf der Arthritis [167]. Die maximale Gelenk-

schwellung als Surrogat einer maximalen Entziindungsreaktion wurde an Tag 6
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nach Arthritisinduktion gemessen, danach gingen die Werte aufgrund von fal-
lenden Antikrpertitern wieder leicht zuriick.

A [L8F]FMISO B [*°F]B-FAZDR

4,51 4,5

E —=— Arthritis E

E40 Kontrolle E£.4,01

83,5 83,5

(O] [ORd]

1S S

e e

£3,0- l 23,0

>S5 =]

o - e]

X © Y4 :::

325 325

[¢] [¢]

(@) Q)

20 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0O 1 2 3 4 5 6 7 8

Zeit [Tage] Zeit [Tage]

Abbildung 11: Verlauf der Gelenkschwellung, Tag 0, 1, 3, 6 und 8 nach Arthritis- (rot) oder Kon-
trollserum-Injektion (grau) fur (A) mit [*!F]JFMISO (Arthritis n=6-10; Kontrolle n=4-9) und (B) mit
[18F]B-FAZDR (Arthritis n=3-6; Kontrolle n=3-5) gemessene Tiere.

Abbildung 12 zeigt die wesentlichen histologischen Merkmale der Arthritis, im

Vergleich zu einem Kontrolltier, 8 Tage nach Anti-GPI-Injektion.
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Abbildung 12: Histologische Merkmale der Anti-GPI-induzierten Arthritis (untere Reihe) im Ver-
gleich zu Kontrolltieren (obere Reihe), 8 Tage nach Antikdrper-Injektion, mit (A) Pannusbildung
und Knorpelerosion (B) Knochenneuformation und (C) Neovaskularisation und inflammatori-

schem Infiltrat.

3.2.2 Dynamische in vivo [®F]FMISO- und ['®F]B-FAZDR-PET-Messungen
im Verlauf der Anti-GPI-induzierten RA

Dynamische Messungen wurden an allen Messtagen durchgefuhrt (Tag 1, 3, 6

und 8 nach Anti-GPI-Injektion). Abbildung 13 zeigt die Zeit-Aktivitatskurven

(TACs) der dynamischen PET-Messungen von [*¥F]JFMISO und ['8F]B-FAZDR

in den ROIs Uber dem OSG. Dargestellt ist der Zeitraum 0-90 Minuten nach

Tracerinjektion, an den Messtagen 1, 3, 6 und 8.
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Abbildung 13: TACs von dynamischen PET-Scans im Gelenk von Arthritis (rot)- und Kontrolltie-
re (grau), Tag 1, 3, 6 und 8 nach Arthritisinduktion. %ID/cc, 0-5400 Sekunden nach Tracerinjek-
tion fur (A, C, E, G) [*8F]FMISO (Tag 1 Arthritis (GPI): n=4, Kontrolle (Ko): n=4; Tag 3 GPI: n=5,
Ko: n=4; Tag 6 GPI: n=5, Ko: n=5; Tag 8 GPI: n=6, Ko: n=3) und fir (B, D, F, H) ['®F]B-FAZDR
(Tag 1 GPI: n=5, Ko: n=5; Tag 3 GPI: n=6, Ko: n=6; Tag 6 GPI: n=4, Ko: n=4; Tag 8 GPI: n=3,
Ko: n=4).

Fur beide Tracer wurde sowohl in Arthritis- als auch in Kontrollgelenken die
hochste Traceranreicherung einige Minuten nach Tracerinjektion gemessen,
gefolgt von einer kontinuierlichen exponentiellen Auswaschkinetik. Von Tag 3
an zeigte sich in den arthritischen Gelenken bei beiden Tracern ein hoher Akti-
vitatspeak in den ersten Minuten nach Tracerinjektion. Die hdchsten Werte

wurden dabei fir [*8FJFMISO an Tag 6 und 8, fur [*®F]B-FAZDR an Tag 6 er-
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reicht. Interessanterweise war die gemessene Aktivitat des initialen Peaks ab
Tag 3 fur [*®F]JFMISO und [*8F]B-FAZDR vergleichbar. Fir den neu entwickelten
Hypoxie-Tracer [*8F]B-FAZDR lieR? sich die TAC der Arthritis-induzierten Tiere
schon 1 Tag nach Anti-GPI-Induktion deutlich von der TAC der Kontrolltiere un-
terscheiden, die einen geringeren initialen Aktivitatspeak zeigte.

[\®F]B-FAZDR zeigte an jedem Messtag eine raschere Auswaschung
(Clearance), sowohl aus Arthritis- als auch Kontrollgelenken. Auffallend ist,
dass fiir [*®F]B-FAZDR ausschlieRlich an Tag 8 eine Varianz in den Aktivitats-
kurven nach dem initialen Peak zu beobachten ist. Zur besseren Beurteilung
der Tracerkinetik von [*®F]B-FAZDR wurden an Tag 6 auch dynamische Mes-
sungen Uber 2 Stunden durchgefihrt (Abbildung 14).

[18F]B-FAZDR-TAC
81 Tag6-2h

7 A B Arthritis
Kontrolle

%ID/cc
N
.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Zeit [SekK]

Abbildung 14: TAC von dynamischem [*8F]3-FAZDR-PET-Scan im Gelenk fiir Arthritis (rot)- und
Kontrolltiere (grau), Tag 6 nach Arthritisinduktion. %ID/cc, 0-7200 Sekunden nach Tracerinjekti-
on (Arthritis: n=2, Kontrolle: n=2).

Zum Ende der Messzeit (Zeitraum zwischen 90 Minuten und 2 Stunden) blieb
das Verhéltnis der Auswaschkinetik zwischen Arthritis- und Kontrollgelenk kon-
stant. Um dieses Verhaltnis besser zu verstehen, wurde die Differenz zwischen
der Aktivitat im arthritischen und gesunden Gelenk mit ihrem jeweiligen Kon-
fidenzintervall errechnet (Abbildung 15). Es fallt auf, dass dieses fur beide Tra-
cer Uber die gesamte Messzeit gesehen leicht abnimmt. Dies deutet darauf hin,

dass aus dem arthritischen Gelenk eine raschere Auswaschung der Aktivitat
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erfolgt als aus dem gesunden Gelenk. Dieser Effekt scheint jedoch zum Ende
der Messzeit abzunehmen, da die Kurve der Differenzen abflacht.

Zum Vergleich wurden auch die Quotienten zwischen der Aktivitat in Arthritis-
und Kontrollgelenk tber die Zeit bestimmt (Abbildung 16). Aufgrund der gerin-
ger werdenden Differenzen bei Vorliegen einer Auswaschkinetik bleiben die
Quotienten schon ab einem friihen Zeitpunkt nach Tracerinjektion konstant.

Differenz Arthritis/Kontrolle Differenz Arthritis/Kontrolle
[18F]FMISO, Tag 6 B [18F]B-FAZDR, Tag 6
81 81
74 —a— Ratio 71
Grenzen des 95 %-KI 61
N 6- N
c c 51
051 24
2 o4
84 0 31
831 827
&) (e
= S
11 07
0 L
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Zeit [Sek] Zeit [Sek]

Abbildung 15: Differenz der Aktivitat in %ID/cc zwischen Arthritis- und Kontrollgelenk wahrend
dynamischen PET-Scans, Tag 6 nach Arthritisinduktion, (A) 0-5400 Sekunden nach Tracerin-
jektion far [*8FJFMISO (Arthritis: n=5, Kontrolle: n=5), (B) 0-7200 Sekunden nach Tracerinjektion
fur [*8F]B-FAZDR (Arthritis: n=2, Kontrolle: n=2). CAVE: Unterschiedliche Skalierung der Y-

Achse.
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Abbildung 16: Ratio der Aktivitat in %ID/cc zwischen Arthritis- und Kontrollgelenk wahrend dy-
namischen PET-Scan, Tag 6 nach Arthritisinduktion, (A) 0-5400 Sekunden nach Tracerinjektion
fur [*8F]JFMISO (Arthritis: n=5, Kontrolle: n=5), (B) 0-7200 Sekunden nach Tracerinjektion fir
['8F]B-FAZDR (Arthritis: n=2, Kontrolle: n=2).

3.2.3 Quantifizierung und Vergleich der [®*F]FMISO und ['®F]B-FAZDR

Aufnahme (65 Minuten post injectionem)

Aufgrund des Verlaufs der dynamischen Kurven erfolgte die Quantifizierung der
Traceraufnahme sowie die statischen Messungen 65 Minuten post injectionem
(p.i.). Zu diesem Zeitpunkt wurde der Einfluss einer vermehrten unspezifischen
Aufnahme des Tracers z.B. durch erhdhte Perfusion im arthritischen Gelenk als
gering eingeschatzt. AuRerdem zeigten frihere Studien zu diesem Zeitpunkt
eine Equilibrierung von unspezifischer Traceraufnahme im Gewebe mit der Blu-
taktivitat [221]. Es zeigte sich bei beiden Tracern ein Anstieg der Tracerauf-

nahme von Tag 1 bis Tag 6 im arthritischen Gelenk (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Quantifizierung der Radiotracer-Aufnahme im Gelenk fur Arthritis- (rot)- und Kon-
trolltiere (grau), Tag 1, 3, 6 und 8 nach Arthritisinduktion. %ID/cc 65 Minuten p.i. fur (A)
[*F]FMISO (Tag 1 Arthritis (GPI): n=6, Kontrolle (Ko): n=4; Tag 3 GPI: n=8, Ko: n=5; Tag 6 GPI:
n=9, Ko: n=6; Tag 8 GPI: n=10, Ko: n=5) und (B) [*®F]B-FAZDR (Tag 1 GPI: n=5, Ko: n=5; Tag
3 GPI: n=6, Ko: n=6; Tag 6 GPI: n=4, Ko: n=4; Tag 8 GPI: n=3, Ko: n=4). Statische und dyna-

mische Messungen wurden bertcksichtigt.

An Tag 8 blieb die Aufnahme fir [*®F]JFMISO gegentiber Tag 6 relativ konstant

und war fiir [*8F]B-FAZDR leicht riickgéangig. Beide Tracer zeigten eine konstan-
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te Aufnahme in die Kontrollgelenken mit geringer Varianz zu jedem Messzeit-
punkt. Sowohl in Arthritis- als auch in Kontrollgelenken zeigte ['8F]B-FAZDR
eine geringere absolute Aktivitat zum Zeitpunkt 65 Minuten nach Tracerinjekti-
on, im Vergleich zu [*®F]FMISO. Dies ist auch in den Ganzkérperaufnahmen zu

diesem Zeitpunkt (Abbildung 18) deutlich zu erkennen.

A B
Arthritis, Tag 8 Kontrolle, Tag 8

[18F]FMISO [18F]B-FAZDR max [8F]FMISO [18F]B-FAZDR

min

Abbildung 18: Ganzkdrper-PET zum Zeitpunkt 65 Minuten p.i., korrigiert fir Isotopzerfall und
injizierte Dosis, (A) Arthritis- und (B) Kontrolltiere, Tag 8 nach Arthritisinduktion.

Um die Frage nach dem geeigneteren Tracer fir eine frihe Detektion der arthri-
tischen Veranderungen im Gelenk zu beantworten, wurden verschiedene Kenn-
zahlen berechnet. Signifikanztests (T-Tests) sagen aus, ob der Mittelwert einer
Gruppe (z.B. Arthritistiere, Tracer 1) vom Mittelwert einer Vergleichsgruppe
(z.B. Kontrolltiere, Tracer 1) auf einem bestimmten Signifikanzniveau verschie-
den ist. Ein Vergleich zweier Testergebnisse (also Testergebnis von Tracer 1
mit Testergebnis von Tracer 2) ist jedoch auf gleiche Gruppengrof3en angewie-
sen, da der Test die urspriingliche Verteilung der Werte je nach Gruppengrél3e
verzerrt (selbst Unterschiede von 1 Tier kann bei der Gruppengrof3en unter
n=10 einen Effekt haben). Es wurde daher fir jeden Messzeitpunkt ein Schwel-
lenwert (treshold) errechnet, mit dem die Sensitivitat und Spezifitdt der Unter-

scheidung Arthritis vs. Kontrolle fur jeden Tracer maximal wurde (unter der Vo-
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raussetzung, dass beide Kennwerte gleich sein sollen). Diese Werte kdnnen
miteinander verglichen werden und sind nicht von der Gruppengrol3e abhangig
(Tabelle 5). Ein T-Test hétte den gleichen Aussagewert, wenn fur alle beteilig-

ten Gruppen dieselbe Gruppengrol3e vorliegen wiirde.

Tabelle 5: Vergleich der Sensitivitéat/Spezifitat in % fiir [*8FJFMISO und [*8F]B-FAZDR, Tag 1, 3,
6 und 8 nach Arthritisinduktion. In Klammern ist der jeweilige (empirische) Schwellenwert ange-

geben, bei welchem die maximalen Werte erreicht werden konnten.

Tracer Tag 1 Tag 3 Tag 6 Tag 8

[1BF]FMISO 68 % 97 % 100 % 100 %
(1,40 %ID/cc) (1,82 %ID/cc) (2,06 %ID/cc) (1,91 %ID/cc)

[1F]B-FAZDR 87 % 100 % 100 % 98 %
(1,21 %ID/cc) (1,51 %ID/cc) (1,81 %ID/cc) (1,26 %ID/cc)

Es zeigte sich an Tag 1 eine deutlich sensitivere und spezifischere Detektion
der Arthritis durch [*8F]B-FAZDR im Vergleich zu ['®F]FMISO. An allen weiteren
Messtagen sind die Ergebnisse vergleichbar. Diese Methode hat den Vorteil,
dass nun einzelne Gelenke, von denen nicht bekannt ist, ob sie zur Arthritis-
oder Kontrollgruppe zahlen, durch den Tracer [*8F]B-FAZDR schon in einem
sehr frihen Stadium der Erkrankung zugeordnet werden kénnten. Dies stellt
eine realistische Situation in der Frihdiagnostik der RA dar.

FUhrt man trotz oben erwahnter Vorbehalte T-Tests zwischen Arthritis- und
Kontrollgruppe an Tag 1 nach Arthritisinduktion durch (Vergleich des Mittelwer-
tes der Arthritisgruppe mit dem Mittelwert der Kontrollgruppe), ergibt sich ein
signifikantes Ergebnis fir [*8F]B-FAZDR (p<0.05), jedoch nicht fir [*®F]JFMISO.
Voraussetzung ist natdrlich, dass das Merkmal Arthritis bei beiden Tracern
gleich ausgepragt war. Da fur die jeweiligen Messtage zum Teil unterschiedli-
che Versuchsgruppen verwendet wurden, musste auf eine Durchfiihrung von
gepaarten T-Tests zur statistischen Analyse des Fortschreitens der Entziindung

verzichtet werden.
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Der Pearson-Korrelationskoeffizient r ist ein MaR fur die Starke eines linearen
Zusammenhangs zwischen 2 Variablen [309]. Korreliert man die Messungen
der Gelenkdurchmesser der Arthritis- und Kontrollgruppe gemeinsam mit den
PET-Daten an allen Messtagen, ergibt sich fir beide Tracer eine sehr gute Kor-
relation (Abbildung 19 und Tabelle 6).
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Abbildung 19: Korrelation von %ID/cc zu Gelenkdurchmesser bei Arthritis- und Kontrolltieren fiir
(A) [*8F]FMISO (n=103) und (B) [*8F]B-FAZDR (n=72).

Diese Korrelation ist jedoch sehr wahrscheinlich nur zu einem geringen Teill
durch einen kausalen Zusammenhang bedingt. Vielmehr liegt hier der Effekt
einer dritten Variablen vor, der Arthritis. Zum einen duf3ert diese sich in einer
sog. Gemeinsamkeitskorrelation, d.h. durch das zeitliche Fortschreiten der Ent-
zindung wird sowohl Gelenkschwellung als auch Traceraufnahme vermehrt
[308]. Gleichzeitig liegt auch eine sog. Inhomogenitatskorrelation vor. Durch das
Zusammenfassen von mehreren Messtagen (also ,schwache Arthritis“ oder
Kontrolle, im Vergleich mit ,starker Arthritis“) ergibt sich schon ein Teil der Kor-
relation. Meist ist die Grenze zwischen dem einen und dem anderen Effekt nicht
klar zu ziehen [310]. Zur genaueren Interpretation der Ergebnisse wurden daher
zusatzlich die Korrelationskoeffizienten der jeweiligen (annahrend) homogenen
Gruppen (z.B. Messtag 6 und 8 mit ,starker Arthritis“, oder nur Kontrollen) be-
rechnet (Tabelle 6). Es zeigte sich eine signifikant schlechtere Korrelation zwi-
schen Gelenkschwellung und Hypoxie in fortgeschrittener Arthritis (Tag 6 und
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8), im Vergleich zu Tag 1 und 3. Innerhalb der Kontrollgruppe ergab sich keine

Korrelation zwischen Gelenkdurchmesser und Traceraufnahme.

Tabelle 6: Pearson-Korrelationsquotient r zwischen Gelenkdurchmesser und Traceraufnahme
fur [*8F]JFMISO und [18F]B-FAZDR. In Klammern steht die jeweilige Gruppengrof3e (Einzelgelen-
ke). *= auf dem 5 %-Niveau signifikant von Arthritis (Tag 1+3) verschieden.

Gruppe [**F]FMISO | [**F]B-FAZDR
Gesamt (Arthritis und Kontrolle) (nz’fSS) (2;9712)
Arthritis (Tag 1+3+6+8) (r?;%%) (r?;;%)
Arthritis (Tag 1+3) (227277) (r?:ig)
Arthritis (Tag 3+6) (,?:%i) (r?:72%)
Arthritis (Tag 6+8) (2:23?5) ((r),:lf;)
Kontrolle (Tag 1+3+6+8) ('ni’fg) (r?;%%)

Auf die Berechnung des Bestimmtheitsmal (r?) wurde verzichtet, da nicht von

einer Uberwiegend kausalen Korrelation auszugehen ist.

3.2.4 Exvivo [*®F]FMISO und [*®F]B-FAZDR Biodistribution

Nach Beendigung der PET-Studien wurde alle Tiere geopfert und an allen
Messtagen eine Organentnahme zur ex vivo Biodistributionsanalyse durchge-
fuhrt (Abbildungen 20 und 21).
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Abbildung 20: [*®F]FMISO-Biodistribution, Tag 1, 3, 6 und 8 nach Arthritisinduktion fir Arthritis-
(rot) und Kontrolltiere (grau). Dargestellt sind Median, Minimum und Maximum. %ID/g, 102-117
Minuten nach Tracerinjektion fur [*8F]FMISO (A: Arthritis (GPI): n=3, Kontrolle (Ko): n=3 (n=2 fir
Gelenk rechts); B: GPI: n=5 (n=4 fur Gelenk links), Ko: n=2; C: GPI: n=5 (n=3 fur Blut), Ko: n=2
(n=1 fur Blut); D: GPI: n=5, Ko: n=3).
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Abbildung 21: [*8F]B-FAZDR-Biodistribution, Tag 1, 3, 6 und 8 nach Arthritisinduktion fur Arthri-
tis- (rot) und Kontrolltiere (grau). Dargestellt sind Median, Minimum und Maximum. %ID/g, 103
Minuten nach Tracerinjektion fir [8F]B-FAZDR (A: Arthritis (GPI): n=3, Kontrolle (Ko): n=2; B:
GPI: n=3, Ko: n=3; C: GPI: n=2, Ko: n=2; D: GPI: n=3, Ko: n=2 (n=1 fir Pfote links)).

Bei den gesunden Kontrolltieren war eine hohere [®F]JFMISO-
Ganzkorperaktivitat im Vergleich zu [*8F]B-FAZDR erkennbar, passend zur
schnelleren Auswaschung des hydrophileren Tracers [®F]B-FAZDR. Bei beiden
Tracern war die Aktivitat in Niere (Median (Arthritis) an Tag 3: [*8F]JFMISO: 4,79
%ID/g; [*®F]B-FAZDR: 4,67 %ID/g) und Leber (Median (Arthritis) an Tag 3:
[*F]FMISO: 5,31 %ID/g; [*®F]B-FAZDR 3,22 %ID/g) gegeniiber Referenzgewe-
ben wie dem Muskel (Median (Arthritis) an Tag 3: [*®F]JFMISO: 2,99 %ID/g;
[*8F]B-FAZDR: 1,36 %ID/g) erhoht, was auf eine Rolle dieser Organe bei Meta-
bolismus und Ausscheidung der Tracer hindeutet. Interessanterweise stieg die
Ganzkorperaktivitat von [*®F]B-FAZDR fur arthritische Tiere in allen Organen
von Tag 1 bis Tag 6 an (Median fur Muskel (Arthritis): Tag 1: 0,84 %ID/g; Tag 3:
1,36 %ID/g; Tag 6: 2,22 %ID/g; Tag 8: 1,72 %ID/g). Bei Kontrolltieren war diese
Tendenz nicht erkennbar (Median fur Muskel (Kontrolle): Tag 1: 1,37 %ID/g;
Tag 3: 0,95 %ID/g; Tag 6: 1,56 %ID/g; Tag 8: 1,64 %ID/g). An Tag 6 und Tag 8
war die Aufnahme von [*®F]B-FAZDR in Niere (Median Tag 6 (Arthritis): 6,19
%ID/g) und Leber (Median Tag 6 (Arthritis): 4,95 %ID/g) sogar grol3er oder ver-
gleichbar mit den Werten fur [*®FJFMISO (Median Tag 6 (Arthritis) fir Leber:
5,01 %ID/g, Niere: 4,68 %ID/g). Beim Referenztracer [**F]FMISO war die Aktivi-
tat in Muskel und Blut sowohl bei Arthritis- als auch Kontrolltieren Uber alle
Messtage anndhernd konstant.

Die Aktivitdt in den arthritischen Sprunggelenken (rechts und links) stieg bei
beiden Tracern von Tag 1 bis Tag 6 leicht an. Die Aktivitat in den Kontrollgelen-
ken blieb anné&hrend konstant. Der Median in arthritischen Gelenken lag fir bei-
de Tracer an den Messtagen 3, 6 und 8 hoher, im Vergleich zu Kontrollgelen-
ken. Interessant ist der Vergleich der Gewebeaktivitat mit der Blutaktivitat, um
eine unspezifische Anreicherung im Gewebe einschatzen zu kénnen. Hier zeig-
te sich fur [*®F]B-FAZDR an keinem Messtag ein deutlicher Unterschied zwi-
schen der Aktivitat in den arthritischen Gelenken und der Blutaktivitat (Median
Tag 6 fur Gelenk rechts: 2,11 %ID/g; Blut: 2,19 %ID/g). Fur [*F]JFMISO-
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injizierte Arthritistiere war die maximale Aktivitat in den Gelenken an Tag 6 und
Tag 8 hoher als die maximale Aktivitat im Blut (Maximum Tag 6 fur Gelenk
links: 5,88 %ID/g; Blut: 3,19 %ID/g). Die [*®F]FMISO-injizierten Kontrolltiere
zeigten an allen Messtagen eine niedrigere Aktivitat in den Gelenken, im Ver-
gleich zum Blut (Median Tag 6 fur Gelenk rechts: 1,71 %ID/g; Blut: 3,16 %ID/g).

3.2.5 Ex vivo [*®¥F]FMISO und ['®F]B-FAZDR Autoradiographie

Die Autoradiographie-Bilder der Radioaktivitatsverteilung kdnnen im Prinzip nur
dann miteinander verglichen werden, wenn Arthritis- und Kontrollmaus die glei-
che Traceraufnahmezeit hatten, eine vergleichbare injizierte Dosis erhielten
und, da der Phosphor-Imager nicht fur Zerfall korrigiert, im Messprotokoll zeit-
nah nacheinander ausgelesen wurden. In Abbildung 22 sind reprasentative Au-
toradiographie-Bilder zum qualitativen Vergleich Arthritis-Kontrolle fur ['8F]B-
FAZDR und [®F]FMISO dargestellt. Es ist anhand dieser Bilder kein Vergleich
zwischen den Tracern moglich. Beide Tracer verteilten sich im arthritischen Ge-
lenk nicht homogen sondern in Hotspots. Die Aktivitat war dabei fur beide Tra-
cer deutlich erhdht im Vergleich zur Kontrolle, was die Ergebnisse der PET-

Messungen bestatigt.

A B
Arthritis, Tag 6  Kontrolle, Tag 6 Arthritis, Tag 8  Kontrolle, Tag 8

[18F]B-FAZDR [**F]FMISO

Abbildung 22: Autoradiographie-Bilder fir (A) [*®F]B-FAZDR (Tag 6)- und (B) [*®F]FMISO (Tag

8)-injizierte Tiere.

Abbildung 23 zeigt zum Vergleich [*®F]JFMISO-Autoradiographie-Schnitte, die im
Anschluss H&E-gefarbt wurden. Die maximale Tracer-Anreicherung konnte im

Bereich des inflammatorischen Odems sowie wahrscheinlich im Bereich von
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Knochenneuformation gefunden werden. Die Hotspots im Kontrollgelenk sind
am Ehesten durch schlechte Schnittqualitat und Uberlagerung mehrerer Gewe-
beschichten bei anspruchsvoller Prozessierung der knéchernen Strukturen be-

dingt.

[*8F]FMISO
Autoradiografie

% e

H&E-Farbung, 1,25x H&E-Farbung, 5x

>

Arthritis

03]

Kontrolle

Abbildung 23: H&E-gefarbte Autoradiographie-Schnitte (20 um) zur Beurteilung der Tracerver-
teilung im Gewebe fir [*8F]JFMISO-Autoradiographie, Tag 8 nach Arthritisinduktion fir (A) Arthri-
tis- und (B) Kontrolltiere. CAVE: Anders gewdahlte Darstellungs-Intensitat der Autoradiografie-
Schnitte i. Vgl. zu Abb. 22 aus Grinden der Anschaulichkeit, kein Korrelat fur erhéhte Tra-

ceraufnahme.

3.2.6 Ex vivo Pimonidazol-immunhistochemie

An Tag 6 und 8 konnte eine stark vermehrte Anreicherung des Hypoxiemarkers
Pimonidazol in arthritischen Gelenken beobachtet werden (Abbildung 24, be-
reits veroffentlicht unter [311]). Die braun gefarbten Pimonidazol-Antigene fan-
den sich in einzelnen Hotspots im Bereich der Synovialis und im umliegenden
Gewebe. Dies korreliert gut mit der Autoradiographie und weist auf eine inho-
mogene Verteilung der Hypoxie im Gewebe hin. Die starke Bindung von Pimo-
nidazol in Schweil3drisen kann wohl zum Grofdteil als spezifisch Hypoxie-
abhangig angesehen werden [312; 313] und diente somit als Positiv-Kontrolle

der Farbung.
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A Arthritis, Tag 6 B Kontrolle, Tag 6

1,25x

Abbildung 24: Représentative Pimonidazol-Immunhistochemie, Tag 6 nach Arthritisinduktion fur
(A) Arthritis- und (B) Kontrolltiere, EDTA-Dekalzifizierungsprotokoll. Adaptiert nach Fuchs et al.,
2017 [311] (Keine formale Genehmigung des Verlags zur Verdffentlichung notwendig (Stand
3/2018)).

Eine starke Farbung war stets an den metabolisch sehr aktiven Stellen der
Knochenneubildung zu erkennen (Abbildung 25A). Die Isotyp-Kontrolle bewies

die Spezifitat der Farbung (Abbildung 25B).
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A Primar-AK B Isotyp-Kontrolle

20x

0 200 pm

Abbildung 25: Pimonidazol-Anreicherung in arthritischer Knochenneuformation, Tag 6 nach
Arthritisinduktion mit (A) Primar-AK und (B) Isotyp-Kontrolle, EDTA-Dekalzifizierungsprotokoll.

Es fanden sich groRe Unterschiede in der Starke der Antigenfarbung, abhéngig
vom verwendeten Protokoll, jedoch auch innerhalb einer Gruppe. Die mit Saure
dekalzifizierten Gewebe zeigten generell eine starkere Pimonidazolfarbung,
auch in der Kontrolle (Abbildung 26). Unterschiede in der Antigenfarbung inner-
halb der mit EDTA dekalzifizierten Gruppe deuten auf individuelle, Tier-
abhangige Einflussfaktoren in der Starke der Antigenfarbung oder Pimonidazol-

Anreicherung hin.

s

pa % 1 3 - — N~ 2

A Arthritis, Tag 8 B Kontrolle, Tag 8

Abbildung 26: Pimonidazol-Immunhistochemie, Tag 8 nach Arthritisinduktion fir (A) Arthritis-
und (B) Kontrolltiere, Sdure-Dekalzifizierungsprotokoll.

An Tag 1 nach Arthritisinduktion konnte keine vermehrte Pimonidazol-
Anreicherung in arthritischen Gelenken detektiert werden (Abbildung 27). Die-

ses Ergebnis ist jedoch nur eingeschrankt beurteilbar, da aufgrund der Qualitat
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der Schnitte in den meisten Tieren nur die Synovialstruktur des dorsalen Ge-
lenkspaltes analysiert werden konnte.

A Arthritis, Tag 1 B Kontrolle, Tag 1

Abbildung 27: Pimonidazol-lmmunhistochemie, Tag 1 nach Arthritisinduktion fur (A) Arthritis-
und (B) Kontrolltiere, EDTA-Dekalzifizierungsprotokoll.

3.2.7 Sequentielles [*8F]FMISO-PET/MRT

PET/MRT-Messungen erlauben die Kombination von anatomischen MRT-
Informationen mit funktionellen PET-Informationen wie dem Gewebe-
Oxygenierungszustand. Essentiell dabei ist die Fixierung des Zielgewebes, da
das inflammatorische Odem kein statisches Gewebe und somit bei veranderter
Korperhaltung unter Umstanden nicht mehr beurteilbar ist. Neuere Studien wer-
den daher bevorzugt mit simultanen PET/MRT-Messungen durchgefihrt. Abbil-
dung 28 zeigt ein gut Uberlagertes, sequentiell aufgenommenes [*¥F]FMISO-
PET/MRT-BIld mit einer T2-gewichteten Anatomiesequenz.

Die Messungen zeigten, dass die selektive Zuordnung der Tracerverteilung mit-
tels MRT-Anatomie mdoglich ist. Die Traceranreicherung erfolgte analog den
Autoradiographie- und Pimonidazolanalysen nicht homogen im Gewebe, son-
dern in Hotspots. Die anatomische Lage dieser Stellen vermehrter Traceraktivi-
tat war dabei zwischen mehreren Versuchstieren sehr heterogen. In Abbildung
28 ist eine Tracermehranreicherung in T2-hyperintensem Gewebe dorsal der
Knochen zu sehen. Im transversalen Schnitt scheint diese Mehranreicherung
die Knochenkontur zu umgeben.
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Eine Zuordnung dieser Hotspots zu histologischen Strukturen ist aufgrund der
Scanneraufldsung jedoch nicht sehr genau. Eine H&E-Farbung der PET/MRT-
gemessenen Gelenke zeigte im Bereich dorsal der Knochen ein inflammatori-
sches Infiltrat mit verdichteten Gewebestrukturen und Knochenneuanbauten
(Abbildung 28D). Denkbar ware auch eine direkte Korrelation der Traceranrei-
cherung mit immunhistochemischen Untersuchungen zur Gewebeoxygenie-
rung. Da das sonst in dieser Arbeit eingesetzte Pimonidazol jedoch denselben
Bindungsmechanismus wie die Nitroimidazoltracer benutzt, sind diese Untersu-
chungen, zeitlich dicht nach den PET-Messungen nicht uneingeschrankt mog-
lich.
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T2-Anatomie PET/MRT [*8F]FMISO-PET H&E-Farbung, 5x

Abbildung 28: Sequentiell aufgenommenes [*8F]JFMISO-PET/MRT, Tag 8 nach Arthritisinduktion
mit (A) T2-Anatomiesequenz, (B) fusioniertem PET/MRT, (C) [*®F]FMISO-PET und (D) H&E-

gefarbte Histologie des zuvor in vivo gemessenen Gelenkes.

3.3 Diffusionsgewichtete MRT-Messungen

Fir die Berechnung der ADC-Karte aus den diffusionsgewichteten Sequenzen
wurden die b-Werte 150, 300, 600 und 1000 benutzt. Dies sollte eine gute An-
passung der b-Wert-Kurve bei geringem Einfluss der Perfusion gewahrleisten
[246]. Bei der Analyse der einzelnen diffusionsgewichteten Datensatze zeigte
sich ein sehr geringes Signal-to-Noise-Verhéltnis bei den Kontrolltieren, wabhr-
scheinlich aufgrund der geringen Protonendichte im Gewebe. Schon bei niedri-

gen b-Werten war das Diffusionssignal im Hintergrundrauschen nicht mehr ab-
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zugrenzen. Daher liel3 sich mit diesen Datensatzen kein verlasslicher ADC-Wert
fur die Kontrolltiere berechnen. Eine sehr geringe Signalstéarke bei hoheren b-
Werten, unterhalb eines bestimmten Noise-Levels, fuhrt Uber eine zu flache
Anpassung der Kurve zu geringeren und zusatzlich unterschatzten ADC-
Werten. Aufgrund mangelnder Vergleichbarkeit und Validitat der Ergebnisse
musste daher auf eine Auswertung der Kontrolltiere verzichtet werden. Ein zu-
satzliches Problem war die unterschiedliche Qualitéat der T2-Sequenzen, wel-
ches sich auch auf die ADC-Berechnung auswirkt. Grund hierftr durfte die Fo-
kussierung des Scanners auf beide Beine, sowie geringe Unterschiede in der
Platzierung der Tiere im FOV des MRT-Scanners sein.

Bei den Arthritistieren zeigte sich ab Tag 1 nach Antikdrperinjektion ein deutlich
messbares ADC-Signal (dies ist jedoch nicht als ,mehr Diffusion im Vergleich
zur Kontrolle zu deuten, da bei den Kontrollen keine Aussage getroffen werden
kann). Qualitativ veranderte sich das ADC-Signal wéhrend des Messzeitraums
nicht, sondern war immer beidseits des Gelenks in 6dematdsen Strukturen zu
detektieren (Abbildung 29). Die Verteilung erfolgte jedoch nicht homogen und
der Fokus der ADC-Karte war haufig in einem Bereich oberhalb des OSG aus-
zumachen. Nach eingehender Analyse der DWI-Rohdaten konnten in dieser
orientierenden Studie nur wenige Tiere quantitativ ausgewertet werden (Tag 3:
n=1, Tag 6: n=2). Die Platzierung der ROI erfolgte dabei im ADC-Hotspot und
nicht am OSG orientiert. Es zeigte sich jedoch Uberraschenderweise ein deut-
lich erhohter ADC-Wert an Tag 3 nach Arthritisinduktion (ADC: 1464*106/mm?),
im Vergleich zu Tag 6 (ADC: 949+169*10°6/mm?).

T2-Anatomie ADC-Karte Fusioniertes Bild

Arthritis

Abbildung 29: Parametrische ADC-Karte und Fusion mit T2-gewichtetem Anatomiebild bei ei-

nem Anti-GPI-injizierten Tier, Tag 6 nach Arthritisinduktion.
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3.4 Validierung des therapeutischen Potenzials individueller
Inhibitoren der p38-MAPK und dessen Monitoring mit
[8F]FMISO

3.4.1 P38-MAPK-Immunhistochemie in Anti-GPIl-induzierter RA
Um erstmals die erhéhte Expression der p38-MAPK im passiven K/BxN-Modell

und folglich die Validitat als therapeutisches Target zu beweisen, wurde eine
immunhistochemische Farbung durchgefiihrt. Es zeigte sich eine intensive Far-
bung in den arthritischen Tieren (ohne Inhibitorgabe), im Vergleich zu den Kon-
trollen (Abbildung 30). Dieses Ergebnis weist auf eine erhdhte Expression der

Kinase in diesem Mausmodell der RA hin.
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Abbildung 30: P38-MAPK-Immunhistochemie in (A) Arthritis- und (B) Kontrolltieren der PBS-
Therapiegruppe.

3.4.2 Therapeutischer Effekt der MAPK-Inhibitoren auf die Gelenkschwel-
lung im Verlauf der Anti-GPIl-induzierten RA

Der Verlauf der Gelenkschwellung bei arthritischen Versuchstieren unter The-
rapie mit MAPK-Inhibitoren oder PBS ist in Abbildung 31 dargestellt.

Die mit dem dualen p38/PDE-4-Inhibitor ML 3595 therapierten Tiere entwickel-
ten im Verlauf der Arthritis eine geringere Gelenkschwellung, im Vergleich zu
PBS behandelten Mausen (Abbildung 31A). Sogar schon an Tag 1 nach Induk-

tion der Arthritis gab es eine signifikante Reduktion des Gelenkdurchmesser in
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Tieren unter ML 3595-Therapie (ML 3595: 2,76+£0,07 mm; PBS: 2,98+0,06 mm).
Die Reduktion betrug 0,22 mm (Konfidenzintervall (KI) 0,10 bis 0,34). Auch 5
Tage nach Antikorperinjektion wurde eine signifikant reduzierte Gelenkschwel-
lung von 0,31 mm (KI 0,01 bis 0,61) in der ML 3595-Gruppe (3,24+0,18 mm)
gemessen, im Vergleich zu PBS behandelten Tieren (3,55+0,13 mm). Die ma-
ximale Gelenkschwellung in beiden Versuchsgruppen wurde an Tag 6 beobach-
tet (ML 3595: 3,28+0,35 mm; PBS: 3,65+0,07 mm). Die Differenz von 0,37 mm
(KI -0,07 bis 0,81) bedeutete eine Reduktion der Gelenkschwellung unter Inhi-
bitor-Therapie um 10 % zu diesem Zeitpunkt.

Auch Tiere unter Therapie mit dem spezifischen p38-Inhibitor Skepinone-L ent-
wickelten eine reduzierte Gelenkschwellung, im Vergleich zur PBS-Gruppe
(Abbildung 31B). Der Gelenkdurchmesser bei Skepinone-L therapierten Tieren
zeigte bereits 1 Tag nach Antikorper-Injektion eine signifikante Reduktion
(2,75+0,09 mm), verglichen mit der PBS-Gruppe (2,98+0,06 mm). Die Redukti-
on belief sich auf 0,23 mm (KI 0,09 bis 0,37). Eine signifikante Reduktion von
0,35 mm (KI 0,08 bis 0,62) wurde auch an Tag 5 nach Arthritisinduktion gemes-
sen (Skepinone-L: 3,20+0,14 mm; PBS: 3,55+0,13 mm). An Tag 6, dem Zeit-
punkt der maximalen Gelenkschwellung, war der Gelenkdurchmesser in der
Inhibitor-Gruppe um 8 % reduziert (3,35+0,31 mm), im Vergleich zur PBS-
Gruppe (3,65+0,07 mm).

Im direkten Vergleich der beiden Inhibitoren, ML 3595 und Skepinone-L, wurde
eine schwache Tendenz fir einen besseren therapeutischen Effekt von ML
3595 an Tag 6 nach Anti-GPI-Injektion beobachtet (Differenz von 0,07 mm (KI -
0,50 bis 0,64)).

Im Gegensatz zur Therapie mit ML 3595 und Skepinone-L zeigten Tiere, die
den p38/INK 3-Inhibitor LN 950 erhielten, zu keiner Zeit des Versuchs eine re-
duzierte Gelenkschwellung (Abbildung 31C). Eine Varianzanalyse mit dem Bart-
lett-Test ergab, dass die Varianz innerhalb der ML 3595- oder Skepinone-L-
Therapiegruppe signifikant gré3er war als in der PBS-Gruppe (p*< 0,02). Kein
Unterschied in der Varianz zeigte sich zwischen LN 950- und PBS-Gabe.
Kontrolltiere, die MAPK-Inhibitor (ML 3595 bzw. Skepinone-L) oder PBS erhiel-

ten, zeigten einen ahnlichen Verlauf der Gelenkdurchmesser (Abbildung 32). An
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Tag 6 nach Kontrollserum-Injektion ergab sich jedoch fur ML 3595 therapierte
Tiere ein signifikant niedrigerer Wert, im Vergleich zu PBS behandelten Kontrol-
len (ML 3595: 2.45+0.05 mm; PBS: 2,59+0,06 mm) (Differenz von 0,14 mm (KI
0,03 bis 0,25)).
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Abbildung 31: Gelenkdurchmesser (mm) von arthritischen Tieren nach Anti-GPI-Injektion (Tag
0-7/8), unter Therapie mit (A) ML 3595 (n=3-4) oder PBS (n=3-4), (B) Skepinone-L (n=4) oder
PBS (n=3-4) und (C) LN 950 (n=4-5) oder PBS (n=6).
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Abbildung 32: Gelenkdurchmesser (mm) von Kontrolltieren nach Kontrollserum-Injektion (Tag O-
718), unter Therapie mit (A) ML 3595 (n=3) oder PBS (n=4), (B) Skepinone-L (n=1-3) oder PBS
(n=4).

343 In vivo [®F]JFMISO-PET im Therapiemonitoring der MAPK-

Inhibitoren

[*eF]FMISO-PET-Messungen wurden an Tag 3 und 6 nach Arthritis- oder Kon-
trollserum-Injektion durchgefuhrt (Tag 7 und 10 des Therapieplans, vgl. Abbil-
dung 8). An Tag 3 zeigten arthritische Tiere, die mit dem p38/PDE-4-Inhibitor
ML 3595 therapiert wurden, eine nahezu identische [*¥F]FMISO-Aufnahme
(2,25+0,33 %lD/cc), im Vergleich zur PBS-Gruppe (2,16+0,31 %ID/cc) (Abbil-
dung 33A). Fur Skepinone-L therapierte Mause konnten ebenfalls kaum Unter-
schiede in der [*®F]JFMISO-Aufnahme gemessen werden, im Vergleich zur PBS-
Gruppe (Skepinone-L: 2,36+0,35 %ID/cc, PBS: 2,16+0,31 %ID/cc) (Abbildung
33B). Die p38/IJNK 3-Inhibitor LN 950-Therapiegruppe zeigte eine identische
Traceraufnahme im Gelenk (2,07+0,49 %ID/cc), verglichen mit der PBS-Gruppe
(2,02+0,22 %ID/cc) (Abbildung 33C).

Die ML 3595 therapierten gesunden Kontrolltiere (1,29+0,26 %IlD/cc) zeigten
eine nahezu identische Traceraufnahme wie die mit PBS therapierten Kontrol-
len (1,11+0,11 %ID/cc) (Abbildung 33D). Bei Kontrolltieren, die mit Skepinone-L
behandelt wurden, fand sich jedoch eine statistisch signifikant erhéhte Tra-
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ceraufnahme (1,48+0,04 %lD/cc), im Vergleich zur PBS-Gruppe (1,11+0,11
%ID/cc) (Abbildung 33E).
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Abbildung 33: Quantifizierung der [*8F]JFMISO-Aufnahme im Gelenk an Tag 3 nach Arthritisin-
duktion (Therapie Tag 7). %ID/cc 65 Minuten p.i. fur (A) ML 3595-Arthritis (n=4) oder PBS-
Arthritis (n=4), (B) Skepinone-L-Arthritis (n=3) oder PBS-Arthritis (n=4), (C) LN 950 (n=5) oder
PBS (n=6), (D) ML 3595-Kontrolle (h=3) oder PBS-Kontrolle (n=2), (E) Skepinone-L-Kontrolle
(n=3) oder PBS-Kontrolle (n=2).

6 Tage nach RA-Induktion konnte in der ML 3595-Gruppe eine reduzierte Tra-
ceraufnahme (2,34+0,45 %lD/cc), im Vergleich zur PBS-Gruppe (2,75+0,20
%ID/cc) gemessen werden (Abbildung 34A). Die Reduktion der [Y¥F]FMISO-
Aufnahme war zu diesem Zeitpunkt 0,41 %ID/cc (Kl -0,19 bis 1,01) oder 15 %.
Therapie mit Skepinone-L (2,58+0,52 %lD/cc) fuhrte zu ahnlichen Werten flr
die Traceraufnahme wie die Therapie mit PBS (2,75+0,20 %ID/cc) (Abbildung
34B). Die Differenz in der Traceraufnahme zwischen Skepinone-L- und PBS-
Therapie betrug dabei 0,17 %ID/cc (KI -0,51 bis 0,85) oder 6 %. Mause unter
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Therapie mit LN 950 zeigten eine um 15 % erhohte [*¥F]FMISO-Aufnahme
(2,85+0,31 %ID/cc), verglichen mit der PBS-Therapie (2,48+0,17 %ID/cc) (Ab-
bildung 34C).

An Tag 6 zeigten gesunde ML 3595-Kontrollmause (1,54+0,13 %ID/cc) eine
signifikant vermehrte Traceraufnahme von 0,33 %ID/cc (Kl 0,07 bis 0,59), im
Vergleich zur PBS-Kontrolle (1,21+0,13 %ID/cc) (Abbildung 34D).
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Abbildung 34: Quantifizierung der ['8F]FMISO-Aufnahme im Gelenk an Tag 6 nach Arthritis-
Induktion (Therapie Tag 10). %ID/cc 65 Minuten p.i. fur (A) ML 3595-Arthritis (n=4) oder PBS-
Arthritis (n=4), (B) Skepinone-L-Arthritis (n=4) oder PBS-Arthritis (n=4), (C) LN 950 (n=4) oder
PBS (n=6), (D) ML 3595-Kontrolle (n=3) oder PBS-Kontrolle (n=4), (E) Skepinone-L-Kontrolle
(n=1) oder PBS-Kontrolle (n=4).

Reprasentative [*®F]JFMISO-PET-Bilder an Tag 6 nach Arthritisinduktion sind in
Abbildung 35 dargestellt. Es wurden ausschlie3lich statische Messungen
durchgefiihrt. Dabei konnte eine deutliche erhéhte Traceraufnahme in Sprung-
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gelenken von Mausen unter PBS-Therapie, im Vergleich zu einzelnen Mausen
unter Therapie mit ML 3595 (Abbildung 35A) und Skepinone-L (Abbildung 35B)
gezeigt werden. Kein sichtbarer Unterschied konnte zwischen PET-Bildern der
PBS- und LN 950-Therapiegruppe detektiert werden (Abbildung 35C).
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Abbildung 35: Reprasentative [8F]JFMISO-PET-Bilder von arthritischen Gelenken an Tag 6 nach
Arthritisinduktion fUr die Therapie mit (A) ML 3595 oder PBS, (B) Skepinone-L oder PBS, (C)
LN 950 oder PBS, korrigiert auf Isotopzerfall und injizierte Dosis. Rote Kreise zeigen die Platzie-
rung der ROl im Bereich des OSG an.

Zur Analyse der Korrelationen zwischen Gelenkdurchmesser und Radiotra-
ceraufnahme wurden wiederrum alle Einzelgelenke analysiert. Die Koeffizienten
fur Arthritis- und Kontrolltiere wurden zusammen und getrennt errechnet (Tabel-
le 7), dies sollte eine genauere Interpretation der Ergebnisse ermdglichen. Auf-
grund der geringen Gruppenstarke wurden beide Messtage zusammengefasst,
unter Vorbehalt der unter 3.2.3 beschriebenen Verzerrungseffekte. PBS 1 indi-
ziert hier die PBS-Vergleichsgruppe fur die Therapie mit ML 3595 und Skepino-
ne-L, PBS 2 fur die Therapie mit LN 950 (vgl. 2.4). Es zeigte sich, bei vergleich-
baren GruppengrofRen, eine schlechtere Korrelation zwischen Gelenkschwel-
lung und Traceraufnahme fur ML 3595 therapierte Arthritis- und Kontrolltiere, im
Vergleich mit Skepinone-L- oder PBS-Therapie. Dieser Effekt wird deutlich ver-

starkt bei alleiniger Betrachtung der Arthritistiere. Zum Vergleich ist der ent-
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sprechende Korrelationskoeffizient fur [*8FJFMISO aus der [*®F]FMISO/['®F]B-
FAZDR-Vergleichsstudie aufgefihrt (vgl. 3.2.3, Tabelle 6).

Tabelle 7: Pearson-Korrelationsquotient r zwischen Gelenkdurchmesser und [¥F]FMISO-
Traceraufnahme fiir MAPK-Inhibitor oder PBS therapierte Gruppen, Tag 3 und Tag 6 nach Arth-
ritisinduktion. Zum Vergleich ist der entsprechende Wert aus Tabelle 6 (vgl. 3.2.3) aufgefihrt. In

Klammern steht die jeweilige GruppengrolRe (Einzelgelenke).

Therapiegruppe Arthritis und Kontrolle Nur Arthritis
0,91 0,61
PBS 1 (n=27) (n=16)
0,74 0,31
ML 3595 (n=25) (n=14)
. 0,88 0,66
Skepinone-L (n=19) (n=13)
0,89
PBS 2 - (n=22)
0,72
LN 950 - (n=18)
Aus
Tracervergleichsstudie i 0,54
(vgl. 3.2.3): (n=31)
Arthritis (Tag 3+6)

Eine genaue Analyse des therapeutischen Effekts von ML 3595 auf den Ge-
lenkdurchmessers bzw. die [*®F]FMISO-Aufnahme in den einzelnen Gelenken
ist in Tabelle 8 aufgefihrt. Es zeigte sich meist ein konkordantes, jedoch bei
individuellen Gelenken teilweise stark unterschiedliches Ausmal3 des Therapie-

effekts, verglichen mit dem Mittelwert der PBS-Therapiegruppe.
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Tabelle 8: Prozentuale Zu- oder Abnahme vom Mittelwert der PBS-Therapiegruppe fur Einzel-
gelenke von Tieren unter ML 3595-Therapie, Tag 6 nach Arthritisinduktion.

Gelenk Nr. | Gelenkdurchmesser | [*F]FMISO-PET
1 +1 % -8 %
> -4 % 11 %
3 -7 % -22 %
4 -23 % -39 %
5 -12 % +8 %
6 -4 % -18 %
7 -1 % -23 %
8 -26 % -20 %

3.4.4 Histologische Analyse von arthritischen Tieren unter Therapie mit
PBS, ML 3595 oder LN 950

Mause unter PBS-Therapie zeigten deutliche Zeichen einer akuten Synovitis mit
Proliferation der synovialen Membran (Pannus). Es wurde ein hauptsachlich
granulozytares Infiltrat mit vaskularer Proliferation detektiert (vgl. 3.2.1). Aul3er-
dem waren Fibroblasten, Makrophagen, Lymphozyten und eine Vermehrung
des Bindegewebes als Kennzeichen des arthritischen Gelenks deutlich zu er-
kennen. Das Periost zeigte sich fokal erodiert mit Knochenneubildung (Abbil-
dung 36A). Eine histologische Analyse der ML 3595-Therapiegruppe korrelierte
gut mit den Ergebnissen der Gelenkschwellung, da die Tiere unter Inhibitor-
Therapie geringere Zeichen der Arthritis zeigten. Eine Maus unter ML 3595-

Therapie mit nur 7 % reduzierter Gelenkschwellung zeigte dabei sehr ahnliche
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histologische Zeichen der Inflammation wie eine Maus unter PBS-Therapie
(Abbildung 36B). Bei einem Tier mit einer Reduktion der Gelenkschwellung um
20 % waren jedoch zum selben Zeitpunkt deutliche histologische Unterschiede
zu erkennen, mit nur sehr geringer Inflammation und eher diskreten Erosionen
(Abbildung 36C). Die Therapie mit LN 950 fuhrte zu keinem histologischen Un-
terschied, im Vergleich zur PBS-Therapie (Abbildung 36D).
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Abbildung 36: Reprasentative H&E Farbung von Gelenken, 8 Tage nach Arthritisinduktion, (A)
PBS-Therapie (schwere Synovitis und Knochenneuformation), n=3-4; (B) ML 3595-Therapie
mit 7 % reduzierter Gelenkschwellung (nur leichte Verbesserung der Arthritis, im Vergleich zu
PBS-Therapie), n=1; (C) ML 3595-Therapie mit 20 % reduzierter Gelenkschwellung (starke
Verbesserung, im Vergleich zu PBS-Therapie), n=1; (D) LN 950-Therapie (keine histologischen
Veranderungen, im Vergleich zu PBS-Therapie), n=3.
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4. Diskussion

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronische Gelenkentziindung, deren patho-
physiologische Mechanismen in den letzten Jahren zunehmend besser ver-
standen wurden. Gleichzeitig scheint jedoch klar, dass die Erkrankung ein sehr
heterogenes Syndrom darstellt, denn bei individuellen Patienten spielen indivi-
duelle Effektormechanismen eine Rolle. Es ist daher dringend notwendig, mit-
tels molekularer Bildgebung wie der PET den einzelnen Patienten und sein
spezifisches inflammatorisches Microenvironment besser zu verstehen. Hierfur
spielt eine sensitive Erfassung der Krankheitsaktivitat auch nach Initiierung ei-
ner Therapie eine wichtige Rolle. Ein Target dieser Bemuhungen stellt die Hy-
poxie dar, da sie ein frihes Zeichen inflammatorischer Aktivitat ist und in der
RA als wichtiger Faktor flur die Chronifizierung der Erkrankung gilt. Sie ist pa-
thophysiologisch mit zahlreichen pro-inflammatorischen Signalwegen verknipft,
unter anderem dem MAPK-Signalweg. Ziel dieser Arbeit war es, die Mdglichkei-
ten der Hypoxie-Bildgebung zur sensitiven Detektion arthritischer Aktivitat in
einem experimentellen Modell der RA weiterzuentwickeln. Hierfir wurde der
neu entwickelte Hypoxie-Tracer [®F]3-FAZDR mit dem Referenztracer
[*8F]JFMISO verglichen, sowie Studien zum mit Hypoxie eng verknupften MAPK-
Signalweg durchgefihrt. Darlber hinaus sollte der zusatzliche Nutzen einer
sensitiven Arthritisdiagnostik mittels MRT-Diffusionsbildgebung in experimentel-

ler RA evaluiert werden.

4.1 Vergleichende Analyse der Hypoxie-PET-Tracer
[*8F]FMISO und [*®F]B-FAZDR in der experimentellen RA

Als einfach messbarer Parameter zur Validierung der Arthritisaktivitat wurden
die Gelenkdurchmesser bestimmt. Eine Gelenkschwellung als Kardinalzeichen
der Entzindungsreaktion ist sowohl Folge einer vermehrten Proliferation in-
flammatorischer Zellen als auch der Odembildung durch Capillary Leakage.
Diese beiden Faktoren fihren unter anderem auch zur Hypoxie durch gestei-
gerten Metabolismus und gré3ere Diffusionsstrecken [101]. Die Entwicklung der

Gelenkschwellung war konsistent mit friheren Untersuchungen im Anti-GPI-
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induzierten RA-Modell in Mausen [236]. An Tag 8 kam es in unterschiedlichem
Mal3e zu einem Ruckgang der Gelenkschwellung aufgrund fallender Antikorper-
titer. Ein vollstandiger Ruckgang der Schwellung ist jedoch aufgrund der irre-
versiblen Knochendestruktion nicht méglich [236].

Zur nicht-invasiven Beurteilung der Entziindung wurden dynamische und stati-
sche PET-Messungen mit den Hypoxie-Tracern [*F]JFMISO und [*®F]3-FAZDR
durchgeftihrt. Durch die Injektion von vergleichbaren Mengen Anti-GPI-Serum
sowie Konstanz von Parametern wie Herkunft, Alter, Haltung der Tiere, Narkoti-
sierung und Messprotokoll wurde von einer vergleichbaren Arthritisaktivitat aus-
gegangen. Die Gelenkschwellungen als Surrogatparameter der Inflammation
waren fur beide Tracer in allen Versuchsgruppen vergleichbar (vgl. Abbildung
11). Als Referenzgewebe wurden in dieser Studie gesunde Gelenke von Kon-
trollserum-injizierten Mausen verwendet. Dies stellt im Fall der besonderen
Struktur des Gelenks mit Anteilen von Knochen, Knorpel und Synovialfliissigkeit

ein geeigneteres Kontrollgewebe als Muskel dar.

Zunachst werden die Ergebnisse der dynamischen PET-Messungen diskutiert,
anschlieBend wird auf den quantitativen Vergleich der Tracer zu einem Zeit-
punkt eingegangen.

Dynamische PET-Messungen erlauben einen Rickschluss auf die Tracerkinetik
im Vergleich zwischen Zielgewebe und Kontrollgewebe. Beide Tracer zeigten
sowohl in arthritischen wie auch gesunden Gelenken tber den gesamten Mess-
zeitraum betrachtet eine Auswaschkinetik. Dabei war ab Tag 3 nach Arthritisin-
duktion eine erhohte Akkumulation beider Tracer in arthritischen Gelenken zu
messen, die bis zum Ende der Messzeit anhielt. Wie erwartet wurde der hydro-
philere Tracer ['8F]B-FAZDR schneller ausgeschieden. Zwar wurde bisher keine
Bestimmung des Partitionskoeffizienten von [*8F]B-FAZDR durchgefihrt, es ist
aber anzunehmen, dass dieser, anlog zu [*F]JFAZA, kleiner ist als von
[*F]FMISO.

Insgesamt zeigten [*8F]B-FAZDR und [*®F]FMISO in den dynamischen Messun-
gen eine sehr @hnliche Kinetik, was sich auch am Vergleich der Ratio- und Dif-

ferenzkurven erkennen lasst (vgl. Abbildung 15 und 16). Bereits zu einem fri-
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hen Messzeitpunkt stellte sich eine konstante Ratio zwischen Arthritis und Kon-
trolle ein. Ratios bleiben bei einer vorliegenden Auswaschkinetik jedoch nur
konstant, wenn die Differenz zwischen krankem und gesundem Tier ebenfalls
abnimmt, was an den Kurven deutlich zu erkennen ist. Dies weist darauf hin,
dass der Tracer aus entziindetem Gewebe schneller ausgewaschen wird als
aus gesundem Gewebe.

Verschiedenen Verlaufen der TAC wurden in Studien zur Tracerkinetik unter-
schiedliche Oxygenierungszustande des Gewebes zugeordnet. So ist die hier
vorliegende Auswasch-TAC nach dem initialen Peak &hnlich einer Blutaktivi-
tatskurve und reprasentiert eigentlich gut perfundiertes, wenig hypoxisches
Gewebe [220]. Frihere Untersuchungen zur Kinetik von [*F]FMISO wurden vor
allem in verschiedenen Tumormodellen durchgefuhrt. Hier zeigte sich, im Ge-
gensatz zu den vorliegenden Ergebnissen, haufig eine Equilibrierung der Aktivi-
tat im Kontrollgewebe mit dem Plasma und eine selektive Retention im patholo-
gischen Gewebe [217; 221; 314]. Andere Studien, die den hydrophilen Hypoxie-
Tracer [1®F]FAZA verwendeten, beschrieben zwar insgesamt auch eine Auswa-
schung aus dem Zielgewebe, jedoch mit einer langsameren Auswaschrate, im
Vergleich zum Kontrollgewebe [215; 238].

Daher ist zur Interpretation der PET-Ergebnisse zunachst der zusatzliche Be-
weis fur das Vorhandensein einer Hypoxie in den entziindeten Gelenken essen-
tiell. In friheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass in Anti-GPI-induzierter RA
ein erniedrigter pO2 herrscht, im Vergleich zu gesunden Kontrollen [236]. Au-
Rerdem wurde eine erhdhte Expression von HIF-1 und HIF-2 nachgewiesen
sowie mittels Pimonidazol-Immunfluoreszenz die Existenz hypoxischer Areale
im Gelenk bewiesen [236]. In dieser Arbeit sollte durch Pimonidazol-
Immunhistochemie eine histologisch gut beurteilbare ex vivo Bestatigung der
Hypoxie gefunden werden.

In der etablierten RA zeigte sich unabhé&ngig vom Dekalzifizierungsprotokoll
eine vermehrte Pimonidazol-Antigenfarbung in arthritischen Gelenken. Aller-
dings wurden innerhalb einer Protokoll-Gruppe zum Teil Unterschiede in der
Starke der Antigenfarbung gefunden, was auf zuséatzliche Einflisse hindeutet.

Hier kommen prozessuale (verwendete Reagenzien und Alkohole) oder Gewe-
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be-spezifische Faktoren (keine Hypoxie in einzelnen Gewebeschnitten) in Fra-
ge. Es kam aul3erdem zu einer geringen Farbung in Kontrolltieren, vor allem bei
Saure-dekalzifizierten Schnitten. Dies kdnnte, wie auch die interindividuellen
Unterschiede, durch eine akute Bindung von zirkulierendem Pimonidazol wah-
rend der Gewebegewinnung mitverursacht sein. Pimonidazol-Analysen in ande-
ren RA-Modellen (CIA und AIA) zeigten ebenfalls eine leichte Bindung in Kon-
trollgeweben [301; 315]. Zwei Vorbehalte gibt es gegen die Nutzung der Pimo-
nidazol-Immunhistochemie zum Nachweis von hypoxischen Zellen. Einerseits
kann, wie jedes Nitroimidazol, auch Pimonidazol von Nitroreduktasen O2-
unabhéngig gebunden werden, dies kdnnte auch der Grund fur einzelne hypo-
xische Zellen in ansonsten nicht gefarbtem Gewebe sein [316]. Andererseits
deuten Studien darauf hin, dass Pimonidazol besonders sensitiv in der Detekti-
on akuter Hypoxie ist [317]. Zwar zeigten Untersuchungen mittels [*8F]FMISO-
PET, dass eine akute Hypoxie einen Anteil an der Tracerbindung haben kann,
die chronische oder diffusions-limitierte Hypoxie jedoch dominiert [217; 318].
Zusammengefasst wird das Vorhandensein von hypoxischen Arealen durch die
Immunhistochemie bestatigt. Sie ist jedoch nicht homogen, sondern in einzel-
nen Hotspots im Gelenk verteilt. Dies bestétigte sich in der Analyse von Autora-
diographie und PET-MRT-Daten. Auch im Tumor wurde wiederholt auf die He-
terogenitat der Hypoxie hingewiesen, hauptsachlich aufgrund der chaotischen
und unorganisierten Gefal3struktur [231; 319; 320].

Da die TAC uber eine ROI gemittelt berechnet wird, tragen also hypoxische und
nicht-hypoxische Gewebe zur gemessenen Kinetik des Tracers bei [321]. Als
sog. Tissue Fraction Effect (vgl. 1.4.1) ist dies Teil des Partialvolumeneffekts
[192]. TACs sind immer ein Zusammenspiel von Diffusion, Partiti-
on/Hydrophilitat, Clearance, Oxygenierungszustand des Gewebes und injizier-
ter Dosis. Die in dieser Arbeit gefundene Auswasch-TAC gibt also den Hinweis
auf einen grofRen Anteil gut perfundierten Gewebes in der Arthritis-ROI, schliel3t
die Existenz hypoxischer Gewebe jedoch andererseits nicht aus. Mdglich wére
auch eine grofRe Heterogenitat zwischen verschiedenen Mausen, was aber an
den meisten Messtagen aufgrund der geringen Standardabweichungen im dy-

namischen Scan unwahrscheinlich erscheint. Eine kirzlich publizierte Studie
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stellte eindricklich die Abhangigkeit der TAC-Verlaufe vom differentiellen
Oxygenierungszustand der Gesamt-ROI dar. Wang et al. benutzten in humanen
Kopf-Hals-Tumoren eine Voxel-Analyse, um die Mikrodistribution der Hypoxie
maoglichst akkurat nachzuvollziehen. In ROIs, wo nur eine Subregion als hypo-
xisch charakterisiert wurde, unterschied sich der TAC-Verlauf von stark hypoxi-
schem oder nicht hypoxischem Gewebe. Die TAC zeigte zwar eine initiale Aus-
waschkinetik, flachte gegen Ende der Messung jedoch ab [322].

Moglicherweise ware die Analyse von Subregionen (Voxel-by-Voxel) auch in
der Arthritis denkbar und kdnnte zusétzliche Informationen zur Gewebeoxyge-
nierung liefern. Problematisch bei diesen sog. Small-Scale Approaches ist, ne-
ben dem Aufwand, jedoch die statistische Unsicherheit der PET-Daten aus ei-
nem einzigen Voxel (vor allem bei langen Messzeiten mit wenig Counts). Hinzu
kommt im praklinischen Setting ein erheblicher PVE [322; 323]. Die Heterogeni-
tat der Hypoxie ist vor allem im Tumor fir die Radiotherapieplanung von erheb-
licher Bedeutung. Da eine statische Messung theoretisch dieselben Werte fir
eine Auswasch-TAC und eine Retentions-TAC zu einem Zeitpunkt liefern kann,
sind dynamische Messdaten zur Interpretation der Oxygenierung unbedingt
notwendig [220].

Ab Tag 3 nach Arthritisinduktion war die TAC in Arthritistieren deutlich von Kon-
trolltieren abzugrenzen. Im Idealfall stellt dieser Unterschied nun zum grof3en
Teil ein spezifisches Hypoxie-Signal dar. Konsequenterweise ergibt sich aus
den bisherigen Argumenten aber die Frage, warum das zweifach so hohe Arth-
ritis-Signal im spateren Verlauf der TAC (vgl. Ratiokurven, Abbildung 16) den-
noch eine Auswaschkinetik zeigt und bei Arthritistieren eine schnellere
Clearance zu messen ist (vgl. Differenzkurven, Abbildung 15). Wenn kontinuier-
lich Tracer-retinierende hypoxische Zellen die Halfte des Signals bedingen,
wirde man wie oben beschrieben ein Ansteigen oder zumindest Abflachen der
TAC erwarten. Dies wurde sich dann in einer ansteigenden Ratiokurve wieder-
spiegeln.

Hierzu ist es sinnvoll, zunachst die Verteilung des Tracers im Gewebe auf der

Basis von verschiedenen Kompartimenten zu betrachten. Multiple Studien zur

- 111 -



Diskussion

Kinetik von [*8F]JFMISO und [*®F]FAZA wurden in den letzten Jahren durchge-
fuhrt. Diese gehen meist von einem 3-Kompartimenten-Modell der Tracervertei-
lung aus, mit einem zentralen Kompartiment (Blut) und 2 Gewebekompartimen-
ten (frei und gebunden). Da in dieser Arbeit jedoch keine Berechnung der kine-
tischen Parameter erfolgen soll, kann zur Veranschaulichung einer moglichst
realistischen Tracerverteilung das Modell um ein weiteres Kompartiment erwei-
tert werden. Somit ergibt sich die Anordnung aus Abbildung 37, mit den Kom-
partimenten zentral (Blut), frei, nicht spezifisch gebunden und spezifisch ge-
bunden. Die Geschwindigkeitskonstanten k sind ein Mal3 fur den Fluss des Tra-

cers zwischen den Kompartimenten.
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Abbildung 37: 3-Gewebe-Modell (4 Kompartimente) der Tracerverteilung mit einem zentralen
Blutkompartiment sowie den Kompartimenten frei (Kr), nicht spezifisch gebunden (Kns), spezi-
fisch gebunden (Ks) und den jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten ki-ke. Das gemessene
PET-Signal setzt sich aus allen Kompartimenten zusammen. Adaptiert nach Morris et al., 2004
[324], Veroffentlichung mit Genehmigung des Verlags, © Elsevier.

Der oben beschriebene Verlauf der Arthritis-TAC kdnnte durch ein konstantes
Kspezfisch erklarbar sein. Die Tracerverteilung im Gewebe ware dann schema-

tisch wie in Abbildung 38 vorstellbar. So kommt es bei Arthritistieren aufgrund
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eines hohen ki an einem friihen Messzeitpunkt zu einem Perfusionspeak und
den deutlich erhohten Aktivitatswerten im Vergleich zur Kontrolle. Da die Ab-
klingkonstante k der zeitabhangigen Auswaschfunktion e™ gréRer in der Arthri-
tis ist (schnellere Tracer-Clearance), nehmen die Differenzen der TACs tber 90
Minuten ab, dieses Phanomen lasst sich am ehesten durch eine erhdhte Perfu-
sion erklaren. Somit ware der Bildkontrast zu einem Zeitpunkt stark durch ein
hohes ki und die Tracer-spezifische Auswaschrate bestimmt. Zusatzlich kommt
es aufgrund eines konstanten Kspezifisch ZU keiner weiteren Tracerretention in den

arthritischen Gelenken.

A Arthritis B Kontrolle
Ke+ Kys
K Ke+ Kys
Frih Spat  Frih Spat

Abbildung 38: Schematische Darstellung der mdglichen Tracerverteilung in den jeweiligen
Kompartimenten im Verlauf der PET-Messung in (A) Arthritis- und (B) Kontrollgelenken. Fir die
Kontrolle wurde kein spezifisches Kompartiment angenommen.

Wie konnte es nun zu einem konstanten Kspeziisch kommen? Wack et al. vergli-
chen auf der Basis einer mathematischen Simulierung von Tumorvaskularisati-
on die kinetischen Eigenschaften von [*8F]JFMISO mit den hydrophileren Nitro-
imidazolen [*¥F]FAZA und [*®F]Flortanidazol ([*8F]HX4) [325]. Dabei kam es zu
einer konstanten Zunahme des Hypoxie-spezifischen [*¥F]JFMISO und
[*8F]JFAZA-Signals. Aufgrund eines schnellen Auswaschens der ungebundenen
Fraktion von [8F]HX4 war das Hypoxie-spezifische Signal dieses hydrophilen
Tracers jedoch konstant, es konnte im Verlauf keine weitere Hypoxie-
spezifische Retention erfolgen. Fir [*®F]3-FAZDR ware also ebenfalls ein kon-

stantes Kspezifisch aufgrund der schnellen Clearance vorstellbar.
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Eine weitere Erklarung fur ein konstantes Kspeziisch kbnnte von einer nicht voll-
standigen Irreversibilitat der spezifischen Tracerbindung ausgehen. Nimmt man
eine irreversible spezifische Bindung des Tracers in hypoxischen Geweben an,
muss ka=0 sein. Es wurde jedoch von mehreren Autoren die teilweise Reversi-
bilitat von Nitroimidazolen vermutet, sowohl im Sinne eines Wash-Outs trotz
Radikalformation in hypoxischen Zellen, als auch im Sinne einer Abdiffusion
von 8F vom Nitroimidazol [326]. Kinetikstudien zu [*8F]FAZA ergaben die beste
mathematische Modellierung einer gemessenen TAC, wenn reversible Modelle
verwendet wurden [327; 328]. Obwohl fur [*¥F]JFMISO klassischerweise von ei-
ner irreversiblen Bindung ausgegangen wird [329], wurde in einer Studie, die an
Hirntumoren durchgefuhrt wurde, bei einem Teil der Patienten ein besseres
Modell mit der Voraussetzung k4#0 gefunden [216]. Interessanterweise wurde
in einer ersten in vivo Studie zu [*®F]B-FAZDR im Tumormodell aufgrund der
schnellen Auswaschung des Tracers ebenfalls die Mdglichkeit einer teilweise
reversiblen Bindung diskutiert [330].

Schlief3lich muss auch in Betracht gezogen werden, dass eine konstant erhdhte
Anreicherung in arthritischen Gelenken zumindest teilweise durch ein erh6htes
nicht spezifisches Signal zustande kommen kann. Denkbar wéare ein grol3eres
Kr und Kns auch zu spaten Messzeitpunkten durch den initial hohen Tracerin-
flux (k1). AuRerdem ist die Gefal3fraktion in der ROI aufgrund der Neovaskulari-
sation im arthritischen Gelenk erhdht, was ebenfalls zu erhéhtem PET-Signal
beitragen kann [331].

Die Biodistributionsanalyse kann hierzu wertvolle Informationen liefern. Sie er-
laubt die Messung der Radioaktivitat, normiert auf das Gewicht des Gewebes.
Eine erhthte spezifische Bindung im PET sollte sich in der Biodistribution als
erhohtes Signal in arthritischen Gelenken, sowohl im Vergleich zur Kontrolle als
auch im Vergleich zur Blutaktivitdt zeigen. Ein erhéhtes unspezifisches Signal
durch eine erhohte Geféalifraktion wirde in der Biodistribution aufgrund der Ge-
lenk-Fixierung in Formaldehyd (Auswaschung von Blut aus grof3eren Gefal3en)
nicht im selben Mal3e zur Gesamtaktivitat beitragen wie im PET.

Im Vergleich zu den Kontrollgelenken war die Aktivitdt im Median in arthriti-

schen Gelenken in der Biodistribution an den Messtagen 3, 6 und 8 flr beide
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Tracer erhoht, was mit den PET-Messungen korreliert. Diese Ergebnisse geben
einen Hinweis darauf, dass der PVE i.S. einer Unscharfe aufgrund der PET-
Auflésung und folglich einer Unterschatzung der Aktivitat insbesondere im Kon-
trollgelenk keinen entscheidenden Einfluss hat.

Jedoch konnte nur fur den Tracer [*8FJFMISO an Tag 6 und 8 eine gegeniber
dem Blut-Wert erhdhte Gelenkaktivitat gezeigt werden. Bestimmte Einflussfak-
toren auf diese Ergebnisse missen dabei aber beriicksichtigt werden. Dazu
gehort die erhdhte Ganzkorperaufnahme von [*8F]B-FAZDR im Verlauf der Arth-
ritis, welche maoglicherweise auf eine systemische Entziindung hindeutet. Hinzu
kommen Ungenauigkeiten der Methode, wie die Mitauswertung von nicht-
hypoxischem Gewebe in der Biodistribution. Die PET-Messung mit Platzierung
der ROI Gber dem OSG erlaubt eine bessere Fokussierung auf die entziindeten
Bereiche. Mdglicherweise wird die Aktivitat in Gelenken zusatzlich unterschatzt,
da das Gelenk, im Vergleich zum Blut, tberproportional viel Gewicht hat.
Zusammengefasst kann man aufgrund der Biodistributionsanalysen eine erhoh-
te Traceranreicherung in der Arthritis durch unspezifische Mechanismen (z.B.
erhohte Gefal3fraktion) nicht vollstandig ausschliel3en. In Studien mit dem fur
die Arthritis unspezifischen Neurotracer [*!C]Racloprid konnte nach einem initia-
len Peak jedoch eine Equilibrierung der Arthritis-TAC mit der Kontroll-TAC im
Gelenk nachgewiesen werden [236]. Dies ist ein wichtiger Hinweis auf eine
spezifische Anreicherung der Hypoxie-Tracer in der vorliegenden Arbeit, da bis
zum Ende des Messzeitraums eine erhohte Akkumulation der Hypoxie-Tracer in
entzindeten Gelenken gezeigt werden konnte. Zudem korrelierte in der vorlie-
genden Arbeit die Anreicherung von [*¥F]JFMISO in Hotspots in den PET/MRT-
Untersuchungen gut mit den immunhistochemischen Ergebnissen. Dies unter-
stutzt zusatzlich die Selektivitdt der PET-Tracer-Bindung in hypoxischen Gewe-
ben.

In zukUnftigen Studien sollte jedoch die Tracerverteilung im Gewebe mittels ki-
netischer Analysen untersucht werden. Eine dazu notwendige Input-Funktion
der Blutaktivitdt konnte aus der Herzaktivitdt gemessen werden, obwohl dies
technisch aufgrund der geringen OrgangréR3e anspruchsvoll ist (Einfluss von
PVE, Spill-over, etc.) [332]. Optimal wéren katheterbasierte direkte Blutaktivi-
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tatsmessungen, dies ist jedoch bei Mausen unrealistisch. Mittels kinetischer
Daten konnten die Geschwindigkeitskonstanten des Modells zur Quantifizierung
der Hypoxie mitberlcksichtigt werden. In der Uber 2 Stunden akquirierten
[*8F]B-FAZDR-TAC scheint es, dass die Differenzkurve fir [*®F]B-FAZDR zwi-
schen 90 und 120 Minuten konstant bleibt. L&ngere Messzeitraume kdnnten
also eventuell zuséatzliche Informationen Uber die Spezifitat der Bindung und
Auswaschkinetik liefern. Dabei wirde jedoch ein deutlich schlechteres Signal-
to-Noise Verhaltnis fur das rasch ausgewaschene [*8F]B-FAZDR eine statistisch

valide Quantifizierung problematisch machen.

Obwohl ein gewisser Einfluss unspezifischer Bindung auf die Traceraktivitat im
arthritischen Gelenk in dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden konnte, wur-
de als Zeitpunkt flr einen quantitativen Vergleich der Tracer 65 Minuten p.i.
gewahlt. Dies ist einerseits durch Erfahrungen friherer Studien bedingt [221;
236], die zu diesem Zeitpunkt eine weitgehend spezifische Tracerbindung an-
nahmen. Andererseits scheint aufgrund der konstanten Ratiokurven dieser
Zeitpunkt far den Vergleich der Tracer nicht weniger valide zu sein als ein spa-
terer Zeitpunkt innerhalb des fir die Auswertung zur Verfligung stehenden
Messzeitraums von 90 Minuten (bei jedoch deutlich besserem Signal-to-Noise
Verhaltnis fir das rasch ausgewaschene [*®F]3-FAZDR).

Die Aufnahme von [*8F]JFMISO im arthritischen Gelenk stieg von Tag 1 bis Tag
6 kontinuierlich an und blieb dann konstant. Der Verlauf der [F]B-FAZDR-
Aufnahme im Gelenk war damit grundsatzlich vergleichbar und stieg bis Tag 6
an. An Tag 8 ging die [®F]B-FAZDR-Aufnahme wieder leicht zuriick. Die groRe-
re Standardabweichung von [®F]B-FAZDR an Tag 8 weist moglicherweise auf
einen heterogenen Riuckgang der Hypoxie bei sinkenden Antikorpertitern hin.
Die Aufnahme in den Kontrollgelenken blieb bei beiden Tracern wahrend des
gesamten Experiments gleich. Dies kann auch als Validierung der Methode gel-
ten, da nicht davon auszugehen ist, dass sich der Oxygenierungszustand in
Kontrollgelenken Uber die Zeit verandert. Aufgrund der schnelleren Auswa-
schung war das Signal von [*8F]B-FAZDR an jedem Messtag geringer. Dies be-

statigte sich auch in den Biodistributionsuntersuchungen, die an den meisten
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Messtagen ein niedrigeres Aktivitatsniveau fur [*8F]B-FAZDR-injizierte Tiere
zeigten.

Bei Betrachtung der gesamten Versuchsgruppe wurde fur beide Tracer eine
sehr gute Korrelation mit der Gelenkschwellung festgestellt. Der Verlauf der
Gelenkdurchmesser scheint durch die Traceraufnahme gut widergespiegelt zu
werden. Eine genaue Analyse der Korrelationskoeffizienten ergab jedoch eine
signifikant schlechtere Korrelation bei Arthritistieren mit fortgeschrittener In-
flammation (Tag 6 und 8), im Vergleich zu friiheren Messzeitpunkten (Tag 1
und 3). Dies weist auf Uberproportional viele Vorgange hin, die die Tracerauf-
nahme/Hypoxie bzw. die Gelenkschwellung in einem spateren Stadium unab-
hangig voneinander beeinflussen. Wahrscheinlich ist der Zusammenhang zwi-
schen Hypoxie und Gelenkdurchmesser in fortgeschrittenen Erkrankungsstadi-
en nicht linear. Beide Verfahren detektieren also den Verlauf des Merkmals
LArthritis“ in der gesamten Gruppe, im einzelnen Gelenk jedoch in unterschiedli-
chem Ausmall und unabhangig voneinander. Unter Einschluss der Kontroll-
gruppe werden die Korrelationen besser, was durch die genannten Effekte der
Inhomogenitats- und Gemeinsamkeitskorrelation sowie die groRere Gruppen-
starke bedingt ist.

Ziel dieser Arbeit war jedoch auch eine Aussage, mit welchem der verwendeten
Hypoxie-Tracer friher im Verlauf der Erkrankung eine Differenzierung zwischen
Arthritis- und Kontrolltieren moglich ist. Aus der Berechnung der empirischen
Sensitivitat und Spezifitat ergibt sich eine bessere und frihere Detektion der
Arthritis mit dem neu entwickelten Hypoxie-Tracer [®F]B-FAZDR. Mit diesem
Tracer war bereits an Tag 1 nach Arthritisinduktion eine sensitive und spezifi-
sche Differenzierung der Arthritistiere von den Kontrolltieren mdglich.

Erste Untersuchungen zu [*®F]B-FAZDR im Tumormodell zeigten, dass der Tra-
cer sehr schnell (zum Zeitpunkt 1h p.i.) eine bessere Tumor/Muskel-Ratio er-
reicht, im Vergleich zu [*F]JFAZA. Im weiteren Verlauf der Messung glichen sich
die Ratios von [*®F]FAZA jedoch an. Der Grund hierfir war méglicherweise,
dass im Verhaltnis zur Auswaschung aus dem Kontrollgewebe, [*®F]FAZA eine

langsamere Auswaschung aus dem Tumorgewebe zeigte als [*®F]B-FAZDR,
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was wiederrum einen erhghten Tumor/Muskel-Kontrast zu einem spateren Zeit-
punkt erklart [330].

Bisher durchgefiihrte Vergleiche von [*®F]JFMISO mit hydrophileren Nitroimida-
zolderivaten ergaben nicht-konklusive Ergebnisse. Untersuchungen in der Arth-
ritis zeigten ein ahnliches Arthritis/Kontrolle-Verhaltnis fur [*F]JFAZA und
[*F]FMISO [236]. Im murinen Tumormodell wurde teilweise ein besseres Tu-
mor/Muskel-Verhaltnis fir [*¥F]JFMISO festgestellt, da der Vergleichstracer
[t8F]FAZA keine Retentionskinetik zeigte [240]. Eine andere Studie fand hinge-
gen in einem Sarkom-Modell in der Ratte eine [*®F]JFMISO-Retentionskinetik bei
einer [8F]HX4-Auswaschkinetik, dennoch mit besseren Tumor/Blut-Ratios fir
den hydrophileren Tracer in den ersten 3 Stunden p.i. [333].

Es scheint also vom Modell-spezifischen Zusammenspiel zwischen Diffusion,
Partition und Clearance abhangig zu sein, welcher Tracer das beste Verhaltnis
der Retention- bzw. Auswaschkinetik zwischen krankem und gesundem Gewe-
be bietet und damit den besten Kontrast erreicht. Die Entwicklung der Ribose-
derivate wie [®F]3-FAZDR erfolgte unter anderem in der Hoffnung, aufgrund
der Strukturahnlichkeit mit Nukleosiden den Transport in die Zelle tber Nukleo-
sidtransporter nutzen zu kdnnen, um somit eine hdhere Gewebeaufnahme zu
erreichen. Erste Untersuchungen hierzu weisen bereits darauf hin, dass dieser
Mechanismus fur [*F]B-FAZDR mdoglich ist (personliche Kommunikation, PD
Dr. Gerald Reischl, Abteilung fur Préklinische Bildgebung und Radiopharmazie,
Universitat Tubingen). Es ist also denkbar, dass die bessere Sensitivitdt und
Spezifitat von [*®F]B-FAZDR durch eine verbesserte Hypoxie-spezifische Re-
tention bedingt ist, ermdglicht durch einen erleichterten Transport in die Zelle.
Konsequenterweise muss jedoch die Hypoxie-Selektivitat dieses Transports
hinterfragt werden. Die ansteigende Ganzkdrperaufnahme von [*8F]B-FAZDR in
der Biodistribution ist moglicherweise ein Hinweis auf zusatzliche Mechanismen
der [*®F]B-FAZDR-Aufnahme in die Zelle. Ein entsprechender, jedoch deutliche-
rer Anstieg der Ganzkdrperaufnahme mit der Schwere der Arthritis wurde auch
fur den Proliferationstracer [*®F]Fluorothymidin ([*8F]FLT) beobachtet (personli-
che Kommunikation, Dr. Kerstin Fuchs, Abteilung fur Praklinische Bildgebung

und Radiopharmazie, Universitat Tubingen). Im Tumormodell zeigte sich au-
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Rerdem eine Abhangigkeit der ['8F]B-FAZDR-Aufnahme vom Schlaf-Wach-
Zyklus der Tiere (personliche Kommunikation, Dr. Florian Maier, Abteilung fur
Préklinische Bildgebung und Radiopharmazie, Universitat Tubingen). Mittels der
Pimonidazolfarbung konnte, bei den genannten technischen Einschrankungen,
kein Nachweis einer Hypoxie schon an Tag 1 nach Arthritisinduktion erbracht
werden. Hingegen berichtete eine Studie im CIA-Modell schon von einer rele-
vanten Synovitis und Hypoxie-Pimonidazolfarbung, bevor die Arthritis klinisch
sichtbar wurde [334]. Aul3erdem wurde eine erhdhte Ansammlung entzin-
dungsspezifischer Zellen sowie eine vermehrte Anreicherung des Proliferati-
onsmarkers Ki-67 im Anti-GPI-Modell gezeigt [167]. Dies lasst darauf schliel3en,
dass das Vorhandensein einer Hypoxie bereits 1 Tag nach Arthritisinduktion
realistisch ist. Die vermehrte Akkumulation von [*®F]3-FAZDR schon 24 Stun-
den nach Antikérperinjektion aufgrund von Hypoxie-spezifischer Bindung ist
also wahrscheinlich.

Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, dass mit den Hypoxie-Tracern [®F]B-
FAZDR und [*®F]FMISO eine nicht-invasive in vivo Bildgebung des Verlaufs und
der Dynamik der Anti-GPl-induzierten Arthritis moglich ist. [*®F]B-FAZDR
scheint dabei fur die frihe Identifikation von pathologischen Ver&nderungen
nach Antikorperinjektion geeigneter zu sein. Dieser Tracer ermoglicht die Diffe-
renzierung von Arthritis- und Kontrolltieren bereits zeitlich vor histologisch fest-
stellbaren Veranderungen wie einer Knochenerosion und Knorpeldegradation.
Frihere Studien ergaben, dass eine deutliche Unterscheidung zwischen Arthri-
tis und Kontrolle mittels konventioneller T2-MR-Tomographie an Tag 1 nach
Arthritisinduktion noch nicht verlasslich moglich ist [167]. Daher konnte [*8F]B-
FAZDR ein wertvolles Instrument einer sensitiven und frihen Bildgebung der
RA sein. Weitere (in vitro und in vivo) Untersuchungen zu den Mechanismen
der [*8F]B-FAZDR-Aufnahme in die Zelle sollten jedoch angestrebt werden, um
das in dieser Arbeit deutlich belegte Potential dieses Tracers in entzindlich-

rheumatischen Erkrankungen verlasslich ausnutzen zu kénnen.

Zwar konnte in dieser Arbeit kein Mehrwert der diffusionsgewichteten MR-

Tomographie in der Frihdiagnostik der RA gezeigt werden, da der notwendige
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Vergleich mit gesunden Kontrolltieren aufgrund eines sehr niedrigen Signal-to-
Noise-Verhaltnis technisch nicht mdglich war. In Zukunft waren Messungen mit
kleineren Spulen, die auf nur 1 Gelenk angepasst sind sowie die Wahl niedrige-
rer (und repetitiv gemessener) b-Werte Strategien, um das Signal-to-Noise-
Verhéltnis zu verbessern. Bei arthritischen Tieren zeigte sich jedoch ein eindeu-
tiges Diffusionssignal, wahrscheinlich bedingt durch das inflammatorische
Odem [335]. Interessanterweise nahmen dabei die ADC-Werte (unter Vorbehalt
einer geringen Tierzahl) von Tag 3 auf Tag 6 nicht zu. Dies kénnte durch die
Balance zwischen vermehrtem Odem bei jedoch gleichzeitig dichterem Gewebe
und daher eingeschrankter Diffusion zu erklaren sein. Folglich sollte die MRT-
Diffusionsmessung in individuellen Tieren zur longitudinalen Beurteilung der
Arthritisaktivitat oder im Therapiemonitoring evaluiert werden [336].

In einem Melanom-Tumormodell war ein geringer ADC-Wert mit einer vermehr-
ten Pimonidazolfarbung assoziiert, was aufgrund der eingeschrankten Diffusion
in dichtem, mitunter hypoxischem Gewebe sinnvoll erscheint [337]. Aus den
Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich aufgrund der geringen Tierzahl bislang der
Zusammenhang zwischen ADC-Werten und [*®F]JFMISO-Anreicherung im Ge-
lenk nicht verlasslich beurteilen. Wie beschrieben, waren jedoch teilweise die
ADC-Hotspots oberhalb des OSG zu finden. Hier sollten simultane Hypoxie-
PET/DWI-MRT-Studien in groRerer Gruppenstéarke erfolgen, um das spezifische
inflammatorische Microenvironment des einzelnen Gelenkes besser zu verste-

hen und u.U. prognostisch auszunutzen.

4.2 Validierung des therapeutischen Potenzials individueller
Inhibitoren der p38-MAPK und dessen Monitoring mit dem
Hypoxie-Tracer [*®F]FMISO

Ziel der Studie war die Untersuchung des therapeutischen Potentials dreier ver-

schiedener Klassen von Inhibitoren des MAPK-Signalweges. Zusatzlich sollte

Hypoxie-PET und tagliche Messung der Gelenkschwellung zum Therapiemoni-

toring evaluiert werden. Bezogen auf den Gelenkdurchmesser konnte mit dem
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hochselektiven p38-Inhibitor Skepinone-L ein signifikanter Therapieeffekt erzielt
werden, die Ausbildung einer Arthritis wurde jedoch nicht verhindert. Andere
MAPK-Inhibitoren mit verbesserter Selektivitdt (z.B. SCIO-469 (Talmapimod)
[279; 280], VX-702 [281; 282] und Pamapimod [275]) wurden hingegen als sehr
wirksam in praklinischen RA-Modellen beschrieben und konnten die Entziun-
dung effektiver unterdriicken. Dieser Unterschied zur vorliegenden Arbeit mit
Skepinone-L ist wahrscheinlich durch mehrere Ursachen bedingt. Als wichtigs-
ter Punkt kommt die Nutzung eines anderen Tiermodells der RA in Frage. Zuvor
entwickelte Inhibitoren wurden vor allem im klassischen CIA- und Adjuvanz-
induzierten (AlA)-Modell der Arthritis getestet. Bei der Induktion der Erkrankung
in diesen Modellen spielt sowohl das angeborene als auch das adaptive Im-
munsystem eine Rolle [154]. Das Serum-Transfer-Modell mit Autoantikdrpern
gegen GPI spiegelt jedoch die Effektorphase der Erkrankung wieder und ist da-
her in der Initiierung nur auf das angeborene Immunsystem angewiesen (vgl.
1.2) [171]. Eine Anti-GPI-induzierte RA konnte auch in RAG-1-Mausen, die kei-
ne B- und T-Zellen bilden, initiiert werden [172].

Die p38-MAPK kann, abhéangig von Zell- und Inflammationstyp, pro- und anti-
inflammatorische Funktionen austiben. Guma et al. zeigten, dass p38-Depletion
in Makrophagen zu einer signifikanten Verschlechterung der Arthritis im Anti-
GPI-Modell fuhrt, bei moderater Verschlechterung im AlA-Modell. Zusatzlich
wurden erniedrigte  IL-10-Spiegel gemessen [338], was die anti-
inflammatorische Funktion von p38 in Makrophagen verdeutlicht. Auch in ande-
ren angeborenen Immunzellen wie dendritischen Zellen konnte gezeigt werden,
dass ERK und p38-MAPK die Expression von IL-10 foérdern [288], ein im Anti-
GPI- und CIA-Modell protektives Zytokin [339; 340]. Bezlglich anti-
inflammatorischer Funktionen von p38 in adaptiven Immunzellen ist bekannt,
dass die Kinase in der IL-10-Expression von regulatorischen B-Zellen [341] und
der Aufrechterhaltung eines anergischen Zustandes von T-Zellen beteiligt ist
[342]. Die Produktion von IL-10 in T-Zellen ist jedoch ausschlief3lich von ERK
abhangig [343]. P38-Defizienz in TLR-stimulierten T-Zellen fihrte in einer Stu-
die zusatzlich zur vermehrten Ausschittung von IL-4, von dem eine protektive

Wirkung im AlA- und CIA-Modell angenommen wird [344]. Zusammengefasst
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ware es also denkbar, dass ein hochselektiver p38-Inhibitor im Anti-GPI-Modell
(Inhibition von anti-inflammatorischer p38 in angeborenen Immunzellen, dabei
geringe Bedeutung pro-inflammatorischer p38 in adaptiven Immunzellen) relativ
gesehen weniger therapeutischen Effekt erzielen kann, im Vergleich zum CIA-
und AlA-Modell.

Ein zuséatzlicher Aspekt einer anti-inflammatorischen Funktion von p38 ist die
zentrale Stellung der Kinase in multiplen negativen Feedback-Schleifen, welche
zur Suppression einer UberschieRenden Inflammation dienen. Ein bekanntes
Beispiel ist die Induktion der MKP-1 durch p38, welche dann inhibierend auf
p38 und JNK wirkt [345]. Selektive Inhibition von p38 oder p38-Defizienz kann
zu erhohten ERK- und JNK-Spiegeln fuhren [289], was in mehreren Studien in
angeborenen Immunzellen [287], jedoch kirzlich auch in T-Zellen gezeigt wur-
de [344]. Eine vergleichende Analyse der dynamischen MAPK-Expression im
CIA- und Anti-GPI-Modell zeigte, dass sich die Expressionsmuster der MAPK
zwischen diesen Modellen erheblich unterscheidet [296]. Im Gegensatz zum
Anti-GPI-Modell ist im CIA-Modell keine erhdhte basale ERK-Aktivitat im Ver-
gleich zu Kontrollmausen gezeigt worden. Zusatzlich vermuteten Fukushima et
al., dass das Anti-GPI-Modell zur Evaluation neuer JNK-Inhibitoren besser ge-
eignet sein konnte, da das Expressionsmuster der Kinase besser mit humaner
RA Ubereinstimmt [296]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die bisher
haufig verwendeten Tiermodelle zur Evaluation neuer p38-Inhibitoren das kom-
plexe Netzwerk des MAPK-Signalweges mdglicherweise ungenugend wieder-
spiegeln. Interessanterweise zeigte sich bei Inhibition der MKK-3 und MKK-6
ein Therapieerfolg im Anti-GPI- und CIA-Modell. Dies unterstitzt die momenta-
nen Tendenzen in der pharmakologischen Forschung auf Targets upstream von
p38 [249].

Der duale p38/PDE-4-Inhibitor ML 3595 fuhrte in dieser Arbeit zum starksten
therapeutischen Effekt am Zeitpunkt der maximalen Entzindungsreaktion (Tag
6), obwohl der Verlauf der Gelenkschwellung insgesamt mit Skepinone-L-
Therapie vergleichbar war. Die pharmakologische Potenz zur p38-Inhibition von

ML 3595 ist jedoch geringer als fur Skepinone-L (vgl. 2.4). Es ist daher wahr-
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scheinlich, dass die Inhibition von PDE-4 einen additiven therapeutischen Effekt
zur p38-Inhibition von ML 3595 ermdéglicht. Dazu passend wurde Apremilast,
ein selektiver PDE-4-Inhibitor, kirzlich fur die Psoriasis-Arthritis zugelassen
[346] und konnte auch im CIA-Modell die Inflammation unterdrticken [293]. Eine
PDE-4-Inhibition fuhrt wahrscheinlich Uber eine Erhéhung der intrazellularen
Level von Cyclic Adenosine Monophosphate (cCAMP) zur Herunterregulation von
pro-inflammatorischen Signalwegen wie NF-kB und zu einer verstarkten Ex-
pression von anti-inflammatorischen Zytokinen wie 1L-10 [347]. Zusatzlich kénn-
te der Therapieerfolg von PDE-4-Inhibitoren teilweise durch eine Erh6hung der
MKP-1-Aktivitdt bedingt sein. Dies wirde Uber eine verminderte Aktivitat von
p38 und JNK die oben beschriebenen negativen Feedback-Mechanismen un-
terstitzen [348]. Koch et al. zeigten in einem durch Complete Freund’s Ad-
jvuans (CFA)-induzierten Rattenmodell der RA einen besseren Krankheitsver-
lauf unter ML 3595-Therapie, im Vergleich zu einem selektiven p38-Inhibitor.
Dabei wurden erhohte IL-10- und erniedrigte TNF-a-Spiegel gemessen [295].
Schlussendlich ist der groRere Therapieeffekt von ML 3595 gegeniber Ske-
pinone-L jedoch in dieser Arbeit nicht statistisch relevant. Weitergehende Stu-
dien mit starken Gruppengréf3en waren fir eine aussagekraftige Statistik not-
wendig. Zuséatzlich kann bei geringen Differenzen in den Gelenkschwellungen
auch eine inkorrekte oder unprazise Messung nicht ausgeschlossen werden.
Dies konnte zumindest mit ursachlich fir den niedrigeren Gelenkdurchmesser
von ML 3595-Kontrolltieren an Tag 6 nach Kontrollserum-Injektion sein.

Interessanterweise begann in der zitierten Studie von Guma et al. die Ver-
schlechterung der Arthritis nach p38-Depletion in Makrophagen erst in einem
subakuten Stadium der Erkrankung bei bereits etablierter Arthritis. Die Studie
wurde in C57BL/6-Mausen durchgefiihrt [338]. Der in der vorliegenden Arbeit
verwendete prophylaktische Therapieansatz fuhrte zu einer signifikanten Re-
duktion der Gelenkschwellung bereits 1 Tag nach Arthritisinduktion, sowohl ftr
ML 3595-, als auch Skepinone-L-Therapie. An Tag 3, als klinische Zeichen der
Arthritis in allen Versuchstieren erkennbar waren, wurde der Therapieeffekt
passager geringer. Moglicherweise wird von diesem subakuten Zeitpunkt an ein

anti-inflammatorischer Effekt der p38 bedeutend, was wiederrum zu weniger
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Therapieeffekt fuhrt. Jedoch kdnnen bei diesen leichten Veranderungen auch
zufallige Schwankungen nicht ausgeschlossen werden.

Zwei wichtige Konsequenzen konnen jedoch gezogen werden. Zum einen kann
das Therapieregime, therapeutisch oder prophylaktisch, enormen Einfluss auf
den Erfolg der Studie austben [349]. Aul3erdem muss bedacht werden, dass
die Suszeptibilitat, Dynamik und Schwere der Inflammation zwischen verschie-
denen Mausstammen differiert. So zeigen Tiere mit einem C57BL/6-Hintergrund
einen verzogerten Verlauf der Anti-GPI-Arthritis, im Vergleich zu den hier ver-
wendeten BALB/c-Tieren [176]. Dies hat moglicherweise Einfluss auf die be-
schriebene Dynamik der Erkrankung. Nach aktuellem Kenntnisstand hat bislang
nur eine Studie den Einsatz eines selektiven p38-Inhibitors in der Anti-GPI-
Arthritis untersucht [350]. Obwohl die p38-Inhibition in dieser Studie zu einer
starkeren Suppression der Arthritisaktivitat gefuhrt hat, unterschieden sich die
Dynamik des Krankheitsverlaufs und der genetische Hintergrund der Tiere von

der vorliegenden Arbeit, was die Vergleichbarkeit beeintréachtigen konnte.

Die statistische Auswertung der Varianzen und die histologische Untersuchung
ergaben, dass der therapeutische Effekt der ML 3595- und Skepinone-L-Gabe
stark zwischen einzelnen Tieren differiert (Responder und Non-Responder).
Mogliche Erklarungen hierfir sind Unterschiede in der Konstitution einzelner
Tiere oder eine inkonsistente Bioverflugbarkeit des Inhibitors. Jedoch muss
auch ein spezifisches Charakteristikum der Anti-GPI-Arthritis bedacht werden
und zwar die unterschiedliche Abhangigkeit des Modells von TNF-a [174]. Da
die p38-MAPK starken positiven Einfluss auf die TNF-Produktion nimmt [258;
351], kdonnte eine p38-Inhibition in diesem RA-Modell zu unterschiedlichen Ef-
fekten fuhren.

Das offensichtliche Versagen der Therapie mit dem p38/JNK 3-Inhibitor LN 950
hat wahrscheinlich mehrere Grinde, unter anderem eine erhéhte Lipophilie und
daher reduzierte Lo6slichkeit des Inhibitors in wassrigen Medien wie Blut, was
eine schlechte in vivo Aktivitat zur Folge haben konnte (personliche Kommuni-
kation, Prof. Stefan Laufer). Zudem besitzt der Inhibitor eine kiirzere sog. Tar-

get-Residence Time an der p38-Kinase, d.h. eine kiirzere Dauer der Bindung
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des Inhibitors an die Kinase, im Vergleich zu Skepinone-L (personliche Kom-
munikation, Prof. Stefan Laufer). Aufgrund der besonderen Bedeutung von JNK
in der Knorpel- und Knochendestruktion [268] ist anzumerken, dass sich weder
periostale Erosionen noch inflammatorisches Infiltrat von der PBS-Gruppe un-
terschieden. Bisherige Studien zu JNK-Inhibitoren zeigten vor allem fir die Isof-
ormen JNK 1 und JNK 2 eine differenzielle Bedeutung in der Arthritis. Die von
LN 950 inhibierte JNK 3 scheint vor allem Gewebe-spezifisch in Neuronen vor-
zukommen [266; 352]. Es ware also fur zukinftige Versuche zusatzlich zu kla-

ren, ob JNK 3 ein relevantes Target in der Arthritis darstellt.

Wie schon erwéahnt, wurde auch die p38-MAPK mit Hypoxie-abhangigen Sig-
nalwegen in Verbindung gebracht und zwar in mehreren Pathologien wie Tumor
[353], Alzheimer [354] und RA [116]. In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch
keine eindeutigen Ergebnisse zum Nutzen von Hypoxie-Bildgebung im Thera-
piemonitoring von MAPK-Therapie in der experimentellen RA gezeigt werden.
Unter Therapie mit ML 3595 war die [*®F]JFMISO-Aufnahme bei Inhibitor thera-
pierten Tieren an Tag 6 reduziert, im Vergleich zur PBS-Gruppe. Dies scheint
zunachst die Daten zum Gelenkdurchmesser widerzuspiegeln. Die Korrelati-
onsanalyse zwischen Traceraufnahme und Gelenkmessung ergab jedoch eine
sehr schwache Korrelation fir ML 3595 therapierte Tiere, v.a. bei der Berech-
nung ohne Kontrollen.

Die in der Tracervergleichsstudie (vgl. 3.2.3) schon beobachtete schwache Kor-
relation zwischen Hypoxie und Gelenkschwellung in fortgeschrittener Arthritis
wird durch die individuelle Inhibitorwirkung wahrscheinlich noch zum Negativen
verstarkt. Beide Verfahren detektieren also insgesamt eine Reduktion des
Merkmals ,Arthritis“ in der gesamten Gruppe, jedoch im einzelnen Gelenk un-
abhangig voneinander und nicht notwendigerweise in gleichem Ausmalie (ana-
log zu 4.1). Sehr deutlich wurde dies in der Analyse der prozentualen Zu- bzw.
Abnahme im Vergleich zum Mittelwert der PBS-Gruppe, gemessen mit den Pa-
rametern Gelenkdurchmesser oder Traceraufnahme. Bislang ist es noch unklar,
welchen zusétzlichen Effekt die einzelnen Inhibitoren auf den Zusammenhang

zwischen Arthritis/fOdem und Hypoxie im Gelenk genau ausiiben. Hier spielen
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maoglicherweise Hypoxie-unabhangige und Hypoxie-abhéngige Einflisse der
Therapie auf die Traceraufnahme eine Rolle (aul3erdem der niedrig gemessene
Gelenkdurchmesser fur ML 3595-Kontrolltiere an Tag 6). Es ist offensichtlich,
dass u.a. Uber die Beeinflussung von Angiogenese und Zellproliferation durch
p38 ein direkter Einfluss eines Inhibitors auf die Hypoxie moglich ist [259]. Die
erhéhten Werte fir die ['8F]JFMISO-Aufnahme in der Kontrollgruppe von Ske-
pinone-L (Tag 3) sowie ML 3595 (Tag 6) weisen jedoch auf zuséatzliche Hypo-
xie-unabhangige Einflisse des Inhibitors auf die Tierphysiologie hin. Abbildung
39 fasst den mdglichen Zusammenhang der in dieser Arbeit erfassten Parame-

ter zusammen.

Gelenk-
schwellunfg,%

MAPK- * 2 i Mit fortschreitender Arthritis
[ Inhibitor ] ' I'nﬂhm%tlon ] i schwéacherer Zusammenhang
o A \4
™ @7
T >

.

Abbildung 39: Mdglicher Zusammenhang der im Rahmen der MAPK-Therapiestudie erfassten
Parameter. Eine Therapie mit MAPK-Inhibitoren beeinflusst den mit fortschreitender Arthritis
schwacheren Zusammenhang zwischen Gelenkdurchmesser und Hypoxie noch zusatzlich.
Mdoglich sind Hypoxie-abhéngige und -unabhangige Mechanismen. Pfeilfarbe: Rot = Verstér-
kung, Schwarz = unklarer Zusammenhang.

Fur die Skepinone-L-Therapiegruppe zeigte sich die Traceraufnahme aufgrund
der hohen Varianz nicht relevant verschieden von der PBS-Gruppe, im Gegen-
satz zum durch Gelenkmessung detektierten therapeutischen Effekt. Die Korre-
lation zwischen Gelenkschwellung und Traceraufnahme innerhalb der Gruppe
war jedoch trotzdem deutlich besser, im Vergleich zu ML 3595 therapierten
Versuchstieren. Unter LN 950-Therapie war die [*8F]FMISO-Aufnahme an Tag 6
deutlich erhoht, im Vergleich zur PBS-Gruppe. Diese Erh6hung konnte nicht im
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selben Mafe in der Messung der Gelenkschwellungen nachvollzogen werden.
Die PET-Ergebnisse fur LN 950 widersprechen jedoch der oben beschriebenen
These einer insuffizienten Wirkung von LN 950, da die Therapie anscheinend
einen gewissen Effekt auf das hypoxische Gelenk und damit die Traceraufnah-
me zu haben scheint. Moglich waren in zukinftigen Studien z.B. Messungen
des Inhibitor-Plasmaspiegels im Blut, um diese Frage zu klaren.
Zusammengefasst ist also nur fir die ML 3595-Therapie der Therapieeffekt ins-
gesamt im Hypoxie-PET nachzuvollziehen. Weitere ex vivo Validierungsverfah-
ren, z.B. Messung von Zytokinspiegel oder differenzierte histologische Gutach-
ten kénnten zur Klarung des Zusammenhangs zwischen p38-Inhibition, Modula-
tion der Hypoxie und Inflammation hilfreich sein. Im praktischen Sinne eines
Therapiemonitorings ist dies jedoch nicht zwingend notwendig, wenn der Nut-
zen von Hypoxie-PET (analog zum [*®F]FDG-PET) in langeren Beobachtungs-
zeitraumen als Prognoseinstrument zum Therapieansprechen gezeigt werden
konnte. Ob Kklinische Messung der Gelenkdurchmesser oder Hypoxie-PET
prognostisch wertvoller eine Inflammationsreduktion detektieren, kann momen-
tan nicht beantwortet werden und sollte in zuktnftigen, longitudinalen Studien
untersucht werden.

Auf die Fragestellung dieser Arbeit bezogen, kann der Einsatz von Hypoxie-
PET zum Monitoring der p38-MAPK-Therapie in experimenteller RA zum jetzi-
gen Zeitpunkt nicht eindeutig empfohlen werden. Es ist durchaus denkbar, dass
mittels [*®F]JFMISO-PET die Schwere und Prognose der (individuellen) Inflam-
mation (analog zum Tumor) valide differenziert werden kann. Andere Radiotra-
cer, die direkter von p38 regulierte Mechanismen detektieren, sollten jedoch
zuséatzlich evaluiert werden, um die Vorteile einer molekularen Bildgebung in
der Beurteilung der individuellen Inflammation auszunutzen. Ein vielverspre-
chender Kandidat ware hier der Proliferationstracer [*F]FLT, welcher im Anti-
GPI-Modell als sehr geeignet zur sensitiven Detektion der Arthritis-Progression

charakterisiert wurde [167].

Bisher haben nur wenige Studien den Effekt einer p38-Inhibition im Anti-GPI-

Modell untersucht. Dabei wurden unterschiedliche Ansatze verfolgt, wie chemi-
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sche Inhibition [350; 355] oder Studien mit Knock-out Tieren [338; 356]. Dies
macht es aul3erst schwierig, den relativen Beitrag und die Funktion der p38-
MAPK in individuellen Krankheitsverlaufen zu verstehen und mdglicherweise
therapeutisch zu modulieren. Einige bisher berichtete Ergebnisse mit weniger
selektiven Pharmaka wie SB203580 oder BIRB-769 sind dabei nicht vollstandig
vergleichbar [276]. Kurzlich wurde gezeigt, dass MAPK-Inhibitoren erfolgreich in
neuropathischen Schmerzsyndromen eingesetzt werden kénnen [357]. Die vor-
liegende Arbeit zeigt, dass es, trotz der aktuellen Resignation in Bezug auf p38-
Therapie in der RA, weiterhin notwendig ist, mittels selektiver Inhibitoren die
Mechanismen des Signalweges zu klaren. Zudem bietet die duale Inhibition von
p38-MAPK und PDE-4 mittels ML 3595 einen vielversprechenden therapeuti-

schen Ansatz.
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5. Zusammenfassung

Das primare Ziel der vorliegenden Arbeit war die Weiterentwicklung der Mdg-
lichkeiten molekularer Hypoxie-Bildgebung mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) in experimenteller rheumatoider Arthritis (RA). Hierfur wur-
de der neu entwickelte Hypoxie-PET-Tracer [*®F]B-FAZDR mit dem Referenz-
tracer [®F]JFMISO in der sensitiven und frihzeitigen Beurteilung der Arthritis
evaluiert. AuBerdem wurde das gut charakterisierte [*®F]JFMISO im Therapie-
monitoring bei Inhibition des p38-MAPK-Signalweges eingesetzt. Sekundares
Ziel der Arbeit war die Evaluation verschiedener Inhibitorklassen dieses patho-
physiologisch wichtigen und mit Hypoxie verbundenen Signalweges. Hiertber
sollte ein Beitrag zum Verstandnis der Bedeutung der p38-MAPK in der experi-

mentellen RA geleistet werden.

Hypoxie gilt als wichtiges Charakteristikum der Gelenkinflammation und beein-
flusst Mechanismen zur Chronifizierung der Arthritis, u.a. die Neoangiogenese.
Durch optimierte immunhistochemische Analysen mittels Pimonidazol konnte
das Vorliegen von Hypoxie im durch Antikérper gegen Glukose-6-Phosphat
Isomerase (Anti-GPI)-induzierten Arthritismodell untersucht und bestétigt wer-
den. Die in dieser Arbeit durchgefuihrten PET-Untersuchungen zeigen, dass vor
allem mit dem neu entwickelten Hypoxie-Tracer [*®F]B-FAZDR eine sensitive
und spezifische Detektion der Arthritis bereits zu einem sehr frilhen Zeitpunkt
im Erkrankungsverlauf mdglich ist. Beide in dieser Arbeit eingesetzten Hypoxie-
Tracer erlauben jedoch die sensitive Beurteilung des Verlaufs der Erkrankung.
Diese Ergebnisse stellen sich gegen die zuletzt haufig vorgebrachte Kritik eines
ungenigenden Bild-Kontrasts im Hypoxie-PET und kdnnen eine zusatzliche
Motivation flir die weitere Evaluierung dieser Modalitdt in entzindlich-
rheumatischen Erkrankungen darstellen. Im Falle des Tracer ['®F]B-FAZDR
scheinen jedoch zunachst weitere Untersuchungen zum zellularen Aufnah-
memechanismen notwendig, um das volle Potential dieses Tracers verlasslich

ausschopfen zu kénnen.
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Der p38-MAPK-Signalweg steht an zentraler Stelle von pro-inflammatorischen
Zytokin-Netzwerken und seine Inhibition ist daher seit langem im Fokus der
Forschung zur RA-Therapie. In dieser Arbeit konnte mittels des hochselektiven
p38-Inhibitors Skepinone-L sowie des dualen p38/PDE-4-Inhibitors ML 3595
eine Suppression der Anti-GPl-induzierten Arthritis erreicht werden. Trotz des
Misserfolgs von p38-Inhibitoren in klinischen Studien gibt diese Arbeit eine Ra-
tionale zur weiteren Evaluation von p38-Inhibitoren in experimenteller RA. Da-
bei kdnnen hochselektive Inhibitoren wie Skepinone-L einen Beitrag zum Ver-
standnis der differentiellen Funktion der Kinase in verschiedenen Tiermodellen
leisten. Zudem erscheint die duale Inhibition von p38-MAPK und PDE-4 als
vielversprechender therapeutischer Ansatz und liegt im Trend der aktuellen
pharmakologischen Forschung, die den Fokus von hochselektiven p38-
Inhibitoren abrickt.

MAPK-Therapiemonitoring mittels [®F]FMISO-Hypoxie-PET ergab nicht-
konklusive Ergebnisse, im Vergleich mit der Messung der Gelenkdurchmesser.
Der Einsatz von molekularer Hypoxie-Bildgebung im Therapiemonitoring sollte
daher in prospektiven Beobachtungen als prognostisches Instrument bei p38-
MAPK-Therapie weiter evaluiert werden.
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