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Vorwort

Vorwort

Die Ergebnisse, die in dieser Dissertationsschrift prasentiert werden, sind zuvor in der
Fachzeitschrift nature (VOL 572/ 29.08.2019) unter dem Titel ,Locally renewing resident
synovial macrophages provide a protective barrier for the joint’ von mir (Stephan
Culemann) und Anika Griineboom als gleichwertige Co-Erstautoren publiziert worden .
Die Abbildungen der vorliegenden Dissertationsschrift stammen aus der oben genannten
Publikation und wurden modifiziert.

Projektleiter und korrespondierender Autor der Studie ist Prof. Dr. Gerhard Kronke. Als
Erstautor dieser Studie war ich am Design und der Auswertung der Experimente und der
Interpretation aller Ergebnisse mal3geblich beteiligt.

Einige Experimente wurden mitunter teilweise oder vollstdndig durch kollaborierende
Wissenschaftler durchgefuhrt.

So wurden die konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie und die Lichtblatt-
Fluorszenzmikroskopie sowie die Datenaufbereitung mittels Imaris-Software von Anika
Gruneboom und Daniela Weidner durchgefuhrt.

José Angel Nicolas-Avila und Juan A. Quintana aus der Gruppe von Andrés Hidalgo
generierten die Parabiosen und fiihrten die FACS-Analysen zu den Parabiosen durch.
Tobias Rothe flihrte die FACS-Analysen der humanen Synovialproben durch. Maria Faas
generierte die BMDMs. Jochen A. Ackermann etablierte das konditionale Mausmodell der
CD115*ER-tdTomato-Maus in unserem Labor. René Pfeifle isolierte und markierte 1gGs
aus dem K/BxN Serum. Kim Fischer half bei den Behandlungen der Mause.

Im Rahmen einer Masterarbeit assistierte Katrin Franziska Lammle bei Experimenten und
fihrte Experimente unter meiner Aufsicht durch. Einige Ergebnisse dieses Projektes
finden sich somit auch in der Masterarbeit von K. F. Ldmmle mit dem Titel ,Cx3Cr1+
synovial lining macrophages establish a functional barrier shielding the joint".

Das K/BxN Serum wurde von Woflgang Baum und Ulrike Baschant gesammelt und
bereitgestellt.

Philipp Kirchner, Martin Eberhardt, Fulvia Ferrazzi, Julio Vera und Arif B. Ekici halfen bei
der Generierung und Analyse der Sequenzierungsdaten.

Lisa Seyler und Tobias Bauerle flihrten die Messungen am Magnetresonanztomographen
durch.

Reiner F. Haseloff und Ingolf E. Blasig synthetisierten die Peptidomimetika und halfen
beim Design der Experimente zur pharmakologischen Manipulation der Tight Junctions.

Branislav Krljanac und David Véhringer generierte die Retnla®®;tdTomato-Maus.
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Elke Kretzschmar aus der Arbeitsgruppe von Prof. Friedrich Paulsen bereitete die Proben
fur die Transmissionselektronenmikroskopie und half beim Erstellen
elektronenmikroskopischer Aufnahmen.

Milena Pachowsky, Nina Renner, David Simon, Arnd Kleyer, Kolja Gelse und Martin
Schicht sammelten die humanen Synovialbiopsien.

Kapitel 3 des Journals Advances in Immunology, Volume 143 mit dem Titel ,Origin and

“2 welches von

function of synovial macrophage subsets during inflammatory joint disease
mir, Dr. Anika Griineboom und Prof. Dr. Gerhard Krénke verfasst wurde, sind wesentliche
Forschungsergebnisse der letzten Jahre und Erkenntnisse zum Thema Ursprung,
Subpopulationen und Funktion von Makrophagen im Allgemeinen und synovialer
Makrophagen im Speziellen im Kontext von Gelenksentziindungen aufgefuhrt. Die
Einleitung dieser Dissertation orientiert sich an dem genannten Review-Artikel und fasst
die Grundlagen, welche zum Verstandnis der vorliegenden Arbeit wichtig sind, in ahnlicher

Weise zusammen.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen in unserer
Gesellschaft und geht mit starken Schmerzen und motorischen Behinderungen einher. Die
RA ist vor allem durch chronische Entziindungen der synovialen Gelenke gekennzeichnet.
Unbehandelt fuhrt sie schlief3lich zum vollstandigen Funktionsverlust der Gelenke.

Eine Vielzahl von Immunzellen sind in die Pathogenese der RA involviert, wobei
Makrophagen eine besondere Rolle im Entziindungsprozess spielen. Mit Hilfe
konditionaler, transgener Mause, hochaufldsender und dreidimensionaler Bildgebung
sowie neuester Sequenzierungstechniken zur Erstellung von Transkriptionsprofilen
wurden die mikroanatomische Organisation, Ontogenese und Differenzierung von
unterschiedlichen synovialen Makrophagen-Populationen sowie deren funktionelle Rolle
im gesunden und entziindeten Gelenk untersucht.

So konnte gezeigt werden, dass eine besondere Population von gewebsresidenten
CX3CR1" Makrophagen in der synovialen Intima der Gelenke eine dynamische Membran
bilden, welche das umgebene synoviale Gewebe von der Gelenkflissigkeit trennt und als
immunologische Barriere fungiert. CXsCR1" Makrophagen und eine weitere
Subpopulation interstitieller Makrophagen, welche einen alternativ aktivierten Phanotyp
aufweisen, gehen aus einem residenten Pool proliferierender CX;CR1° CSF1R*
Makrophagenvorlaufer hervor, die sich im interstitiellen Synovialgewebe befinden.

Im Falle einer Gelenksentziindung kommt es zum Aufbrechen der Makrophagenbarriere,
die unter physiologischen Bedingungen durch Tight Junctions und Desmosomen
stabilisiert wird. Infiltrierende Makrophagen, die sich von Kochenmarkszellen ableiten,
infiltrieren das Synovialgewebe und treiben die Entziindung voran.

Pharmakologische Destabilisierung oder Stabilisierung der Tight Junctions legen eine
protektive Funktion der Makrophagenbarriere nahe. Im Gegensatz zur Depletion von
Blutmonozyten, fiihrte der Verlust der Synovialmakrophagen zu einer Exazerbation
Antikdper-vermittelter ~ Gelenksentziindungen und bestatigte die entziindungs-
eindammende Funktion der Synovialmakrophagen.

Diese Dissertation erweitert somit mafigeblich das grundlegende Verstandnis Uber die
Diversitat, Ontogenese sowie Funktion synovialer Makrophagen unter physiologischen

und entzindlichen Bedingungen und setzt sie in einen mikroanatomischen Kontext.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

72 e T o o 3
ZUuSAMMENTASSUNG ....ceeiiiiiier i nr e s e aan e e a e e e e ann e s e nnn s 5
INhaltsSVerzeiChnis ... ——— 6
AbbildungsverzeiChnis.........ccoccciii i ————— 9
TabellenverzeiChNis ... ——— 1
ADbKUrzungsverzeiCchnis..........oo i 12
1. EiNI@ItUNG oot —————— 14
1.1 Rheumatoide Arthritis ............oeeiiiiiii e 14
1.2 Architektur und zellularer Aufbau synovialer Gelenke............cccccooiiieiiiiiiinennee. 16
1.3 Das mononukledr-phagozytare System............ccooiiiiiiiiiiiie e 17
1.3.1 Ontogenese von Monozyten und Gewebsmakrophagen...............ccoocciiiiieneennnns 18
1.3.2 Funktion und Polarisation von Gewebsmakrophagen ............ccccccoviiiieiiiiiienennnee 21
1.3.3 Die Rolle von Makrophagen in Rheumatoider Arthritis............cccccooviiiiiiiiienns 23
2.  Zielstellung der Dissertation ...........ccccoeiiiiniiiiinmmnsn s 27
3. ErgebniSSe ... 28

3.1 Raumliche und zeitliche Charakterisierung der synovialen Lining-Makrophagen in
gesundem und entzindetem ZUustand ...........ccooooiiiiii e 28

3.1.1 Synoviale Lining-Makrophagen bilden eine Grenzmembran zwischen

Gelenkflissigkeit und Synovialgewebe............coouiiii i 28
3.1.2 Disruption und Reorganisation der CX;CR1* Makrophagen-Membran bei
Antikorper-induzierter Arthritis ... 31
3.1.3 Disruption und Reorganisation der CXsCR1* Makrophagenmembran wahrend
Kollagen-induzierter Arthrits (CIA) .......ooo i 35
3.1.4 Synoviale Fibroblasten tauschen ihre Position mit Lining-Makrophagen bei
Antikdrper-vermittelter Arthritis ... 36

3.2 Ontogenetischer Ursprung von Makrophagen-Subtypen des Synovialgewebes... 37
3.2.1 Synoviale Lining-Makrophagen besiedeln das Gelenk wahrend der
EMDIYONGENESE ... 37

3.2.2 Synoviale Gewebsmakrophagen sind resident und selbsterneuernd.................... 38

3.3 Expressionsprofile von mononuklaren Phagozyten im gesunden und entziindeten

SYNOVIAIGEWEDE ...t 48



Inhaltsverzeichnis

3.3.1 Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung von synovialen Makrophagen-Subpopulation
48

3.3.2 Einzelzell-RNA-Sequenzierung von mononukledren Phagozyten aus gesundem

SYNOVIAIGEWEDE ...t 53

3.3.3 Transkriptom-basierte Rekonstruktion der Entwicklungsbahn residenter

Synovialmakrophagen ..........coooieiiii e 56

3.3.4 Evaluierung der Entwicklungsbahn residenter Makrophagen-Subtypen ............... 58

3.3.5 Transkriptionsprofile mononuklearer Phagozyten wahrend der Gelenksentziindung
62

3.4 Funktionelle Eigenschaften von CX3CR1" Lining-Makrophagen ................ccccc...... 68

3.4.1 Lining-Makrophagen sind direkt Uber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden.. 68
3.4.2 Die funktionelle Rolle der Lining-Makrophagen im synovialen Gelenk................... 70
3.4.3 Modulation der synovialen Barrierefunktion durch pharmakologische Desintegration
oder Stabilisierung der Tight JUNCHONS ..........coiiiiiiiii e 78

3.4.4 Infiltrierende Makrophagen haben eine proinflammatorische Funktion ................. 80
3.5 Ubertragbarkeit der Erkenntnisse (iber Synovialmakrophagen aus der Maus auf den

Y=Y g =T 1= o TR 81
4. D 1T 1B E=T= o o PR 85

4.1 CX3CR1" synoviale Lining-Makrophagen bilden eine dynamische

membrandhnliche Barriere im synovialen Gelenk ..............cccccooiiiiiiiiiiiieiiieee e 85

4.2 CSF1R" interstitielle Makrophagenvorlaufer sind der Ursprung der CX;CR1*
LiniNg-MaKrophagen ...t 86

4.3 Die Heterogenitat synovialer Makrophagen-Populationen ............cccccccoeeeiiiinnnnnnes 88

4.4 CX3CR1" synoviale Lining-Makrophagen bilden eine Tight-Junction-vermittelte anti-

inflammatorische Barriere im GelenkK............cooiuiiiiiiiiiee e 89
4.5 Von Mausen und MENSCHEN ... ....ooiiiiiiiiiiii e 91
4.6 AUSDIICK ... 93
5. Highlights ... 97
6.  Material und Methoden............ccoomiiiiinic e ———— 98
8.5 IMAUSE ... e 98
6.6. Humane SynovialbIOPSIEN ........oouuiiiiiiiei e 99
6.6 Mausmodelle fir experimentelle Arthritis............coooeiiiiiii e, 99



Inhaltsverzeichnis

K/IBXN Serumtransfer-Modell ..............oooiiiiiiiiie e 99

Kollagen-induzierte ArthritS.................ueeeeeiiiiiiiiieeeeee e 99
6.7 1IN ViVO BENANAIUNGEN ......uiiiiiiiiiiiiiiie ettt eeeeeeeeeeeeeas 100

Tamoxifen-BehandIunNgen............c.ooiiiiiiiiiii e 100

Diphtherietoxin-Behandlung. .............cooiiiiiiiiiiiiii 100

Imatinib-Behandlung. .............ooiiiiiii e 100

Injektion Fluorophor-markierter Antikdrper von K/BxN Serum...........cccccveeeeeennn. 101

ANti-Gr-1 BehandIuNg. ........coouiiiiiie e 101
G T = =1 o o 7= o 1P 101
6.9 Durchflusszytometrie und Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)............ 101
6.10 Gesamt-Transkriptom-SeqUENZIEIUNG.........cccuviiiiiie e e 102
6.11 Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR) ......ccooiiiiiiiiiieeeeee e 103
6.12 Einzelzell-RNA-SEQUENZIEIUNG ......coouiiiiiiiiiee e 103
6.13 Probenaufbereitung flr Immunfluoreszenzmikroskopie ...........ccccoccvviieieeiiinnnnns 104
6.14 Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM)...........ccooiiiiiiiiiiiiieee e 105
6.15 Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie (CLSM). ..........ccccceeernnnen. 105
6.16 Optisches Clearing muriner Kniegelenke. ...........ccccoiiiiiiiiiiiei i 105
6.17 Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM). .........cooiiiiiiiiiie e 106
6.18 3D-Analyse der Dichte der synovialen Makrophagenmembran ...............ccc....... 106
6.19 Magnetresonanztomographie (MRT). .......cccuiiiiiiii e 107
6.20 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)...........cooooiiiiiiiiiiniieee e, 107
B.21 SHALISTIK. ...eeeee e s 107
6.22 Material Und Hersteller........ ... e ittt eeeeeeeeees 108
L= (=T =Y 0 4] T 112
[ F= 10117 T 1] 4T 124
[I0=1 071 4 E=1 P T Fehler! Textmarke nicht definiert.



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Aufbau eines gesunden synovialen Gelenkes...........cccccooveininiincnncncnenn 17

Abbildung 2 CX3CR1" Lining-Makrophagen bilden eine dichte Membran als oberste

Schicht des SynovialgeWEDES ..o 30
Abbildung 3 Dynamische Veranderung der synovialen Makrophagen-Membran wahrend
Antikdrper-induzierter ArthItIS .........ooeree s 32
Abbildung 4 Hochauflésende konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie der
CX3CR1" Lining-Makrophagen wahrend Antikérper-induzierter Arthrits ............ccccceueueeee. 33
Abbildung 5 Transmissionselektonenmikroskopie (TEM) der Synovialmembran............. 34

Abbildung 6 Veranderungen der Makrophagen-Morphologie und Disruption der
Makrophagen-membran wahrend Kollagen-induzierter Arthritis ..........ccccceoeveviniicnennn. 35
Abbildung 7 Wahrend einer Arthritis expandieren die synoviale Fibroblasten durch die
Schicht der Lining-Makrophagen hindUrch ............c.cooviiiniiinecceeeee e 36
Abbildung 8 Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie von Kniegelenken von
Mausembryonen wahrend der EmMDBryogenese ...........cccoeveeeirieieieieieecceeeeeeie e 37

Abbildung 9 CX3CR1" Lining-Makrophagen durchlaufen ein Csf1r-exprimierenden Satus

Abbildung 10 Synovialgewebe von DsRed"/Wildtyp-Parabiosen nach 6 und 9 Wochen 41
Abbildung 11 Quantifizierung des Chimarismus von Makrophagen in gesunden und
entziindeten Gelenken der DsRed"9/Wildtyp-ParabiosSen ..............ccccccveeveieeveieeveerereererennns 42

Abbildung 12 Quantifizierung der tdTomato-Expression in Cx3cr1¢ER:tdTomato-Mausen

Abbildung 13 Histologische Analyse der tdTomato-Expression in Cx3cr1°°R:td Tomato-
IVTAUSEIN ...ttt b ettt eae ettt ettt ettt n e n e ne e 45
Abbildung 14 Lokale 4-Hydroxytamoxifen-Injektion in Cx3cr1°*ER:tdTomato-M&usen.... 46
Abbildung 15 Proliferationskapazitaten von synovialen Makrophagen in der
GelenNKSENTZUNAUNG .....ooviuiiiieiiee ettt sttt 47
Abbildung 16 RNA-Sequenzierung von sortierten CX3CR1" Lining-Makrophagen,
CX3CR1  interstitiellen Makrophagen und Knochenmark-abgeleiteten kultivierten
MaKFOPRNAGEN ...ttt n e 49
Abbildung 17 Analyse differentieller Genexpression von sortierten Lining-Makrophagen,
interstitiellen Makrophagen und BMDM ..o 50

Abbildung 18 Differenzielle Genexpression-Analyse von Tight Junction-assoziierten



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 19 Bestatigende quantitative Analyse der Expression von Tjp1, Claudin-5 und

ClAUAIN=T0 ..ottt h ettt b et bbbt et b et bena e 52
Abbildung 20 Analyse der Einzelzell-RNA-Sequenzierung mononuklarer Phagozyten des
gesunden SYNOVIAIgEWEDES ..........cc.ciiiiiiriiieee et 54
Abbildung 21 Entwicklungsbahn synovialer Gewebsmakrophagen...........c.ccccccovevnennene. 56
Abbildung 22 Differenzielle Genexpressionsanalyse als Funktion der Pseudotime......... 57

Abbildung 23 Longitudinale tdTomato-Expression in Lining-Makrophagen und RELMa.*

interstitielle Makrophagen der Csf1rER:tdTomato-MEUSE..............cc.ceveeveeeeeeeeereereerereennn. 59
Abbildung 24 Synvoailgewebe der Retnla®®:tdTomato Maus............cccceveveveveneseneneenn. 60
Abbildung 25 Depletion synovialer Makrophagenvorlaufer in LysM*®:CD 115D TR-Mausen
...................................................................................................................................................... 61
Abbildung 26 Einzelzell-Transkriptionsprofil von sortierten CD45°CD11b*Ly6G" Zellen an
Tag 1 nach K/BXN Serumtransfer........ccovieiiieieieieiceeee e 64
Abbildung 27 Einzelzell-Transkriptionsprofil von sortierten CD45°CD11b*Ly6G" Zellen an
Tag 2 nach K/BXN Serumtransfer.........covieieieieieieieieeee et 65
Abbildung 28 Einzelzell-Transkriptionsprofil von sortierten CD45°CD11b*Ly6G" Zellen an
Tag 5 nach K/BXN Serumtransfer.........ccoviiieieieieieiceeee et 66
Abbildung 29 Expressionsmuster ausgewahlter Gene basierend auf Einzelzell-RNA-
SEQUENZIEIUNG ...ttt ettt b et b bbb et b et et e b et e st et e st eneebe e enes 67
Abbildung 30 Expressionsmuster von Apoptose-relevanten Rezeptoren......................... 67
Abbildung 31 Expression von TJP1 auf synovialen CX3CR1" Lining-Makrophagen........ 68
Abbildung 32 Expression von Tight-Junction- und Gap-junction-Proteinen in Lining-
MaKFOPRNAGEN. ...ttt e e 69
Abbildung 33 Zell-Zell-Verbindungen zwischen synovialen Lining-Makrophagen............ 70
Abbildung 34 Raumzeitliche Veranderung der synovialen Makrophagenmembran
wahrend der GelenkentZUNAUNG ..o 71
Abbildung 35 Magnetresonanztomographie zur Quantifizierung der Permeabilitat des
SYNOVIAIGEWEDES ... et 72
Abbildung 36 Aufnahme von IgG durch synoviale CXsCR1* Lining-Makrophagen.......... 73
Abbildung 37 Die Disruption der Makrophagenmembran wird nicht durch Neutrophile
Granulozyten VErMILEEIL. ..o 74
Abbildung 38 Exazerbation Antikdrper-induzierter Arthritis durch Depletion synovialer
GewebSMAKIOPNAGEN ........coiiiieee ettt 75
Abbildung 39 Exazerbation von Neutrophilen-Infiltration und NET-Bildung durch
Depletion synovialer Makrophagen............coeeeeeeiririeiiieiceeeeeeeeee e 76

10



Tabellenverzeichnis

Abbildung 40 Exazerbation von K/BxN Serumtransfer-Arthritis durch lokale
Makrophagen-DepIetion ...........co oo 77
Abbildung 41 Modulation der Barrierefunktion durch pharmakologische Desintegration
oder Stabilisierung der Tight JUNCHONS ..........coiiiiiiii e 79
Abbildung 42 CSF1R" Monozyten/Makrophagen haben entziindungsférdernde

FUNKLONEN ...ttt 80
Abbildung 43 Vergleich muriner und humaner synovialer Lining-Makrophagen............... 82
Abbildung 44 Quantifizierung der MHCII"'TREM2" und MHCII'TREM2* Makrophagen in

humanem SynovialgeWebe ... 83

Abbildung 45 Vergleichende Analyse der Transkriptionsprofile humaner und muriner

SynoVvialmakrophagen ... 84

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Markergene der Cluster der Einzelzell-RNA-Sequenzierung von sortierten

synovialen CD45*CD11b*Ly6G™ mononuklearen Phagozyten aus dem gesunden Gelenk.

...................................................................................................................................................... 55
Tabelle 2 Verwendete MauSStAMMIE .........cccoeiiiiiiiiiieeeeeeee e 98
Tabelle 3 Verwendete ANtIKOIPEr..........oooi e 108
Tabelle 4 Molekulare Farbstoffe...........coooiiiiniiie e 110
Tabelle 5 Chemikalien und Reagenzien ..o 111

11



Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

ACPAs
Adgre
AGM-Region
anti-CarP
Aqgp1
Arg1
AUC
BFM
BSA
CCL2
CCR2
Cdk1
Chil3
CIA
Cldn5
CLSM
CX3CR1
CXCL4
CXCL7
CXCL8
DNA
DT
DTR
ECM
EDTA
EdU
EMPs
ER
Fat3
FC
FCS
GFP
GM-CSF
HBEGF
HLA
HSC

IF

IL-10
IL-13
IL-17
IL-23

Anti-citrullinated petide antibodies
Adhesion G Protein-Coupled Receptor E1
Aorto-gonadale-mesonephrische Region
anti-carbamylated protein

Aquaporin 1

Arginase-1

Area under the curve
Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie
Bovines Serumalbumin
CC-Chemokinligand 2

C-C chemokine receptor type 2
Cyclin-abhangige Kinase 1
Chitinase-like protein 3
Kollagen-induzierte Arthritis

Claudin-5

Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie
CX3C chemokine receptor 1
CXC-Motiv-Chemokin 4
CXC-Motiv-Chemokin 7
CXC-Motiv-Chemokin 8
Desoxyribonukleinsaure
Diphtherietoxin
Diphtherietoxin-Rezeptor
Extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraessigsaure
5-Ethynyl-2'-deoxyuridine
Erythro-myeloide Vorlauferzellen
Endoplasmatisches Retikulum

FAT Atypical Cadherin 3

Flow cytometry

Fetales Kalberserum

Green fluorescent protein

granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Heparin-binding EGF-like growth factor
Humane Leukozytenantigene
Hamatopoetische Stammzellen
Immunofluorescence

Interleukin-10

Interleukin-13

Interleukin-17

Interleukin-23

12



Abkirzungsverzeichnis

IL-4
ltgam
Itgax
Itgb5
Kif2
Kif4
LPS
LSFM
Ly6C
M-CSFR
Mfge8
MHC
MMPs
Mrc1
MRT
NET
NUPR1*
OA
PAD
PAMPs
PBS
Pf4
PFA
PMN
PPARy
Ptprc
RA
RANKL
RELMa
RF
RNA
SPP1
Stmn1
t-SNE
TEM
TGFpB
Tjp1
TNFa
Trem2
Vangl2
VEGF
Vsig4

Interleukin-4

Integrin alpha M

Integrin alpha X

Integrin Subunit Beta 5

Kriippel-like fator 2

Kriippel-like fator 4

Lipopolysaccharide
Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie

lymphocyte antigen 6 complex

macrophage colony-stimulating factor receptor
Milk fat globule-EGF factor 8 protein
Haupthistokompatibilitadtskomplexes
Matrix-Metalloproteasen

Mannose Receptor C-Type 1
Magnetresonanztomographie

Neutrophil extracellular traps

Nuclear protein 1

Osteoarthritis

Peptidylarginin-Deiminase
pathogen-associated molecular patterns
Phosphatgepufferte Salzlésung

Platelet factor 4

Paraformaldehyd

Polymorphonuclear leukocytes
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C
Rheumatoide Arthritis

Receptor Activator of NF-kB Ligand
Resistin-Like Molecule-alpha

Rheumafaktor

Ribonukleinséure

Secreted phosphoprotein 1

Stathmin 1

t-distributed stochastic neighbour embedding
Transmissionselektronenmikroskopie
Transforming growth factor beta

Tight junction protein 1

Tumornekrose-Faktor alpha

Triggering receptor expressed on myeloid cells 2
Vang-like protein 2

Vascular Endothelial Growth Factor

V-Set And Immunoglobulin Domain Containing 4

13



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine schwere systemische Autoimmunerkrankung, die vor
allem durch chronische Entziindungen der Gelenke und der Bildung von Autoantikdrpern
charakterisiert ist 3*. Im Zusammenhang mit der RA sind unter anderem anti-lgG
Antikorper, der sogenannte Rheumafaktor (RF), und Antikorper gegen citrullinierte Peptide
(anti-citrullinated petide antibodies, ACPAs) beschrieben und werden fir die Diagnostik

t 34, Mit einer Prévalenz von rund 1% der westlichen Bevdlkerung ist die RA eine

verwende
der haufigsten Autoimmunerkrankungen **. Risikofaktoren fiir die Pathogenese der RA

schlieRen eine genetische Pradisposition, das Geschlecht und Umweltfaktoren ein 3*.

Als genetische Risikofaktoren sind im Besonderen einige Allele der Humanen
Leukozytenantigene (HLA) des Haupthistokompatibilitditskomplexes (MHC) mit RA
assoziiert. Dabei gehen Allele der Klasse || HLA-Antigene HLA-DR, insbesondere HLA-
DRB1, mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung der RA einher. Auch
epigenetische Faktoren werden als Risikofaktoren in Betracht gezogen **.

Das Geschlecht eines Menschen spielt bei der Entwicklung der RA ebenfalls eine Rolle
45 Im Allgemeinen sind Frauen zwei bis dreimal mehr von RA betroffen als Manner *°.
Die immunmodulatorischen Effekte des Ostrogens werden hierbei diskutiert *°.

Die Inhalation von Tabak und Feinstaub gehort ebenfalls zu den Risikofaktoren, wobei
deren Wirkungen mitunter auf epigenetische DNA-Modifikation zurlickgefiihrt werden **.
Auch das individuelle Mikrobiom wird als Risikofaktor diskutiert. Bakterielle
Zahnfleischentziindungen sind zum Beispiel mit erhdhtem Risiko fiir RA assoziiert *°.
Ebenso wird das Mikrobiom des Darmtraktes als entscheidender Faktor in der
Pathogenese der RA diskutiert . Verglichen mit Personen der Kontroligruppe ohne RA
sind seltene Bakterienarten wie zum Beispiel Actinobakterien in RA-Patienten
Uberproportional vertreten, wobei normalerweise haufig vorkommende Arten reduziert
sind *7.

Ebenso werden Viren wie das Eppstein-Barr-Virus mit der Pathogenese der RA in

Zusammenhang gebracht >4
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Die genauen Mechanismen, die zum Ausbruch der RA fiihren sind nur unvollstéandig
verstanden *. Schon Jahre bevor sich die ersten klinischen Symptome der RA zeigen,
kann Autoimmunitat entstehen *°. Es wird davon ausgegangen, dass die kontinuierliche
Exposition mit verschiedenen Risikofaktoren im Zusammenspiel mit dem genetischen
Hintergrund zum Bruch der Selbsttoleranz fuhren.

Die Bildung von ACPAs wird gern als mégliches Modell-Szenario zur Entwicklung der RA
herangezogen *. Dabei geht man davon aus, dass zum Beispiel die Inhalation von
Tabakrauch oder das vermehrte Vorkommen bestimmter Bakterien die Expression des
Enzyms Peptidylarginin-Deiminase (PAD) induziert “'°. PAD vermittelt Citrullinierungen
von Proteinen der Zellen der Mukosa *.

Diese veranderten, citrullinierten Proteine stellen Neoantigene dar und werden durch
professionelle Antigen-prasentierende Zellen den CD4+ T-Helferzellen prasentiert *. Diese
T-Zellen wiederum stimulieren B-Zellen, welche ihrerseits Antikdrper wie ACPAs und RF
gegen Selbst-Antigene produzieren *.

Neben Citrullinierungen werden weitere posttranslationale Modifikationen wie nicht-
enzymatische Carbamylierungen als Neoantigene, die zu AutoantikGrperproduktion
fihren, diskutiert *'".

Die Produktion von Autoantikérpern geht nicht zwangslaufig mit gleichzeitiger
Gelenksentziindung einher. ACPAs und anti-CarP (anti-carbamylated protein) Antikorper
konnten Jahre vor klinischer Manifestation der RA im Serum detektiert werden #1213,
Zusatzliche Ereignisse wie Immunkomplex-Bildung und Komplementaktivierung scheinen

notig zu sein, um eine Entziindung auszuldsen *.

Typische Zeichen der charakteristischen Gelenkentziindungen der RA sind erhohte
Permeabilitdt der Gefalke, die Infiltration von Immunzellen in synoviales Gewebe,
Hyperplasie der Synovialmembran und Pannusbildung **.

Eine chronische Entziindung der Gelenke fuhrt letztendlich zur Zerstérung des Knorpels

34 Diese destruktiven Prozesse konnen bei

und zur Erosion des Knochengewebes
fehlender Behandlung der RA zum vollstdndigen Verlust der Funktionsfahigkeit der
Gelenke fiihren und geht mit starken Schmerzen einher >4,

Es gibt derzeit keine Mdglichkeit die RA zu heilen. Therapeutische Interventionen
umfassen vor allem Minderung der Symptome durch immunsupprimierende Behandlung
aber auch spezifische Therapiestrategien wie der Einsatz von Biologicals, welche
spezifisch gegen proinflammatorische Zytokin- und Rezeptorsignalwege oder Zellen des
adaptiven Immunsystems gerichtet sind *'*'°. Obwohl diese spezifischen Therapeutika
die Behandlung der RA revolutionierten, sind sie in einem nicht unerheblichen Teil der RA-

Patienten nur unzureichend oder gar nicht wirksam '>°.

15



Einleitung

Um neue Therapieansatze zu entwickeln, ist es wichtig die zellularen und molekularen
Vorgange der RA Pathogenese insbesondere in den betroffenen synovialen Gelenken zu

verstehen.

1.2 Architektur und zellularer Aufbau synovialer Gelenke

Anatomisch unterscheidet man Gelenke in kontinuierliche Synarthrosen und
diskontinuierliche Diarthrosen, welche auch als synoviale Gelenke bezeichnet werden .
Im Gegensatz zu den kontinuierlichen Synarthrosen zeichnen sich die synovialen Gelenke
durch einen Gelenkspalt zwischen den artikulierenden Skelettelementen aus, welcher mit

Synovialflissigkeit gefullt ist 7

. Weitere Merkmale der synovialen Gelenke sind hyaliner
Knorpel, der die Gelenkflachen bedeckt, eine Gelenkkapsel, welche das gesamte Gelenk
umschliet, die Bander, welche die Kapsel stabilisieren und die Muskeln, welche die
Bewegung ermdglichen 7.

Die Gelenkflussigkeit ist ein viskdses Transsudat aus Blut, Hyaluronsaure, Proteinen wie
Lubricin und abgeschilferten Zellen . Die Funktionen der Gelenkfliissigkeit sind unter
anderem Ernahrung der Zellen des Gelenkes, Schmierung und StoRabsorption ".

Die Gelenkkapsel besteht aus zwei Schichten: eine auliere fibrése Schicht und eine innere
synoviale Schicht >'". Die synoviale Schicht kann weiterhin unterteilt werden in synoviale
Intima und subsynoviales Interstitium 2'7. Die synoviale Intima kleidet das Gewebe zum
Gelenkspalt hin aus und besteht aus zwei Zelltypen, welche historisch als Typ A
Synoviozyten und Typ B Synoviozyten bezeichnet werden 217,

Die Typ A Synoviozyten sind synoviale Makrophagen und werden im weiteren Verlauf
dieser Dissertationsschrift als ,Lining-Makrophagen® bezeichnet. Es wird angenommen,
dass sie an der Beseitigung von Zelltrimmern und metabolischen Produkten der
Chondrozyten beteiligt sind. Die Typ B Synoviozyten sind synoviale Fibroblasten .
Zusammen bilden die beiden Zelltypen eine Grenzmembran zwischen Gelenkflussigkeit
und subsynovialem Interstitium 27,

Im subsynovialen Interstitium befinden sich weitere Fibroblasten, Adipozyten, Mastzellen,
Nozizeptoren und Mechanorezeptoren sowie eine gro3e Anzahl von Blut- und
LymphgefaRen 21718,

Wie auch die synoviale Intima ist das subsynoviale interstitielle Gewebe von Makrophagen

bevolkert 2'°. Im Gegensatz dazu sind die Synovialfliissigkeit im Gelenkspalt und der
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Abbildung 1 Aufbau eines gesunden synovialen Gelenkes

Synoviale Gelenke bestehen aus einer Gelenkkapsel, die die artikulierenden Skelettelemente
umschlief3t. Die beweglichen Skelettelemente sind durch einen Gelenkspalt, welcher mit
Synovialflissigkeit gefilllt ist, voneinander getrennt. Die Gelenkoberflachen sind groRtenteils
mit Knorpel bedeckt. Das Synovialgewebe setzt sich aus Intima, welche das Gewebe zum
Gelenkspalt hin auskleidet, und dem subsynovialen Interstitium zusammen. Die Intima wird
durch die Lining-Makrophagen und synoviale Fibroblasten gebildet. Im subsynovialen
Interstitium befinden sich weitere Zellen wie Adipozyten, interstitielle Makrophagen sowie Blut-
und LymphgefaR-bildende Endothelzellen. Modifiziert von .

hyaline Knorpel frei von Immunzellen 28

Obwohl synoviale Gelenke extremen
mechanischen Belastungen ausgesetzt sind und Knorpelgewebe grofle Mengen
entzindungsférdernder metabolischer Produkte wie zum Beispiel Hyaluronsaure-
Abbauprodukte freisetzt, kommt es nicht zu einer Aktivierung des Immunsystems 2. Trotz
der hohen Anzahl von Makrophagen scheinen synoviale Gelenke somit ein immun-
privilegiertes Gewebe zu sein 2.

Makrophagen werden dem angeborenen Immunsystem zugeschrieben und dem

mononukleér-phagozytaren System zugeordnet %°.

1.3 Das mononuklear-phagozytare System

Van Furth & Cohn etablierten 1968 das Modell des mononuklar-phagozytaren Systems 2°.
Dieses Modell geht davon aus, dass Zellen mit der Fahigkeit zur Phagozytose, wie zum
Beispiel Makrophagen und dendritische Zellen, aus einer Population von proliferierenden
Vorlauferzellen des Knochenmarks hervorgehen und zu Monozyten differenzieren 2%,
Diese Monozyten zirkulieren im Gefal3system, migrieren in die verschiedenen Gewebe

und differenzieren zu Gewebsmakrophagen.
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Lange Zeit wurde also davon ausgegangen, dass die Populationen der
Gewebsmakrophagen in gesundem und entziindetem Gewebe ihren Ursprung in aus dem
Knochenmark stammenden Blutmonozyten haben.

Heute wissen wir, dass Makrophagen und Monozyten sehr heterogene und plastische
Zellpopulationen sind, die ihren Ursprung nicht nur in der Hamatopoese des

Knochenmarks haben 2.

1.3.1 Ontogenese von Monozyten und Gewebsmakrophagen

Monozyten des Blutes der Maus weisen verschiedene Phanotypen auf. Dabei
unterscheidet man die inflammatorischen, ,klassischen“ von den patrouillierenden ,nicht-
klassischen“ Monozyten 22'22, Die klassischen Monozyten zeichnen sich durch die hohe
Expression von CCR2 (C-C chemokine receptor type 2) und Ly6C aus, entstehen aus
Vorlauferzellen des Knochenmarkes und infiltrieren vor allem entziindete Gewebe .
Sowohl der Austritt aus dem Knochenmark als auch die Infiltration in entziindetes Gewebe
ist CCR2-abhangig #?>%*. Eine hohe Expression von CX3;CR1 auf der Zelloberflache ist
charakteristisch fir die Ly6C™" ,nicht-klassischen* Monozyten 2. Bisherige Befunde
deuten darauf hin, dass sich im gesunden Zustand Ly6C"9" Monozyten im Blut zu Ly6C'™"
Monozyten differenzieren, welche schlieRlich als ,blood-resident macrophages® durch das
GefaRsystem patrouillieren und die Integritét des Endothels tiberwachen 2222527,

Die unterschiedlichen Phanotypen der Monozyten der Maus finden sich auch in ahnlicher
Weise im Blut des Menschen. Humane Monozyten des Blutes sind durch die Expression
von CD14 gekennzeichnet und unterscheiden sich unter anderem durch die Expression
von CD16 und die Sekretion inflammatorischer Zytokine in Antwort auf Stimulationen in
vitro 2228,

Unter physiologischen Bedingungen sind die Subpopulation der Monozyten in der Lage
die Blutzirkulation zu verlassen und als potentielle Makrophagen-Vorlaufer zu fungieren.
Ebenso kénnen sie ihre Funktion als migrierende Monozyten fortsetzen 22931,

Ly6C"" Monozyten stellen tatséchlich eine wichtige Quelle von Makrophagen in
Entziindungen dar. Jedoch darf nicht mehr davon ausgegangen werden, dass sich alle
Makrophagen von diesen Monozyten ableiten und somit ihren Ursprung im Knochenmark

haben 3233,
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Neue Techniken und Methoden, die es ermdglichen die Ontogenese gewebespezifischer
Makrophagen-Populationen zu verfolgen, konnten demonstrieren, dass ein grof3er Anteil
der Makrophagen in gesundem Gewebe nicht von Blutmonozyten abstammt. Vielmehr

leiten sich die meisten Gewebsmakrophagen von embryonalen Vorlauferzellen ab 232,

Diese Vorlauferzellen besiedeln die sich entwickeinden Gewebe wéahrend der

25,34-37

Embryogenese und der fétalen Entwicklung . Zu diesen geweberesidenten

Makrophagen zahlen unter anderem die Mikroglia des Gehirns, die Kupffer-Zellen der
Leber, die Alveolarmakrophagen der Lunge und die Langerhans-Zellen der Epidermis %32,
Geweberesidente Makrophagen haben die Fahigkeit sich selbst zu erneuern und erhalten
somit den Makrophagen-Pool in den entsprechenden Geweben unabhangig von

Monozyten des Blutes 2,

Die Hamatopoese wahrend der embryonalen Entwicklung findet in drei sich
Uberlappenden Wellen statt. Diese besitzen das Potential, Makrophagen-Vorlaufer
hervorzubringen, die sich schlielllich zu Gewebsmakrophagen differenzieren kénnen
23334 Dijese Wellen unterscheiden sich in anatomischer Lokalisation und
Ursprungsgewebe 23, Die ersten primitiven myeloiden Vorlaufer mit eingeschranktem
Differenzierungspotential erscheinen in den sogenannten blood islands des
extraembryonalen Dottersacks ungefahr am Tag 7 der Embryogenese der Maus ***°. Eine
zweite Welle von erythro-myeloiden Vorlauferzellen (EMPs), welche zwischen Tag 8,25
und 10,5 der Embryogenes entstehen, haben ihren Ursprung im hamogenen Endothel des

3340 Die dritte Welle von

Dottersacks und expandieren in der fotalen Leber
hamatopoetischen Vorlaufern stellen schlieRlich hamatopoetische Stammzellen dar,
welche von der aorto-gonadalen-mesonephrischen Region (AGM-Region) abgeleitet sind
334142 Diese hamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSCs) entstehen
zwischen Tag 9,5 und 12,5 der Embryogenese und haben die Fahigkeit in die erythroide,
myeloide oder lymphoide Linie zu differenzieren 3. Die HSCs besiedeln die fotale Leber
3343 in der sie mit den erythro-myeloiden Vorlaufern (EMPs) des Dottersacks koexistieren.
Ungefahr an Tag 15,0 der Embryogenese bevdlkern die HSCs schlieRlich das

Knochenmark 3344,

Die primitiven myeloiden Vorlaufer des Dottersacks sind die Hauptquelle von adulten
Mikroglia 2%. Ausgehend von einem proliferierenden residenten Pool von Zellen sind
Mikroglia in der Lage sich selbst zu erneuern und halten somit ihre Anzahl im Gewebe
unabhangig von der Hamatopoese des Knochenmarks aufrecht %4°.

Andere residente Gewebsmakrophagen wie epidermale Langerhans-Zellen haben ihren

Ursprung hauptsachlich in den Populationen der EMPs und HSCs der foétalen Leber und
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weniger in den frihen Vorlaufern des Dottersacks. Im Fall der Langerhans-Zellen tragen
somit alle drei Wellen der embryonalen Hamatopoese zum adulten Pool bei “6. Die meisten
anderen geweberesidenten Makrophagen wie Kupffer-Zellen oder Alveolarmakrophagen
entstehen vornehmlich aus fétalen HSCs oder fétalen Monozyten 742,

Der fétale und postnatale Beitrag am Pool der adulten Gewebsmakrophagen variiert
zwischen den Organen und kann sich wahrend des Alterungsprozesses auch
verschieben.

Anteile von Fétus-abgeleiteten Gewebsmakrophagen von Herz, Lunge und Milz werden
mit der Zeit durch Makrophagen, die aus dem Knochenmark stammen, ersetzt und
nehmen den fir die spezifischen Gewebsmakrophagen charakteristischen Phanotypen an
2,34,49,50_

Einzelne Organe kdnnen verschiedene Makrophagen-Populationen beherbergen, die sich
in Phanotyp, Funktion und Ursprung unterscheiden 2.

Diese Situation wurde zum Beispiel in der Lunge beschrieben. Die Lunge enthalt die
Alveolarmakrophagen, welche von fotalen Vorlauferzellen abstammen sowie zwei
verschiedene Subtypen von interstitiellen Makrophagen, die entweder mit Neuronen oder
Gefalen assoziiert sind. Beide interstitiellen Subtypen werden permanent durch Ly6C"e"
Blutmonozyten ersetzt 2254°,

Im Dinndarm werden CX3;CR1* Makrophagen kontinuierlich durch infiltrierende Ly6C"o"
Monozyten ersetzt. Zusatzlich gibt es dort interstitielle Makrophagen, die um Neurone und
die Gefalle der Mukosa lokalisiert sind, einen embryonalen Ursprung haben und sich
unabhéangig von Blutmonozyten selbst erneuern 25152,

Auch im Hoden gibt es verschiedene Subtypen von Makrophagen. Die interstitiellen
Makrophagen gehen aus embryonalen Vorlaufern hervor. Peritubuldre Makrophagen des
Hodens hingegen entstehen erst postnatal ausschliellich aus Vorlaufern des
Knochenmarkes 2.

Die multinuklearen knochenresorbierenden Osteoklasten haben ihren Ursprung ebenfalls
in EMPs . Die Besonderheit dieser Zellen besteht darin, dass langlebige Osteoklasten mit
Blutmonozyten fusionieren und somit ein vielkerniges Synzytium bilden %,

Viele der Gewebsmakrophagen etablieren sich also schon wahrend der Embryogenese
und sind in der Lage ihren Zell-Pool unabhangig von der Hamatopoese des
Knochenmarks auch im adulten Organismus aufrechtzuerhalten.

Es ist jedoch weiterhin nicht vollstdndig geklart, ob diese Makrophagen einfach sehr
langlebig sind, im Gewebe proliferieren oder aus einer kleinen gewebsstandigen

Population von Makrophagen-Vorlaufern heraus differenzieren 2°5%,
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Im Falle einer Entziindung oder Infektion kann ein Verlust oder erhdhter Bedarf von
Gewebsmakrophagen entstehen, welcher durch Monozyten aus dem Knochenmark

kompensiert wird 95,

1.3.2  Funktion und Polarisation von Gewebsmakrophagen

Makrophagen wurden erstmals von Elie Metchnikoff im Jahr 1884 beschrieben und nach
ihrer charakteristischen Fahigkeit zur Phagozytose benannt 162,

Heute wissen wir, dass Makrophagen als Immunzellen eine wichtige Rolle im komplexen
Verteidigungssytem gegen pathogene Mikroorganismen spielen. Zusatzlich stellen sie
unverzichtbare Akteure bei der Aufrechterhaltung der Gewebshomoostase und dem
Remodeling nach Gewebsschadigung dar 25394,

Um diese Aufgaben zu erfiillen, besiedeln Makrophagen nahezu jedes Gewebe und sind
spezialisiert in Pathogenerkennung, Zytokinproduktion und der Fahigkeit der Phagozytose
63,64.

Als Teil des angeborenen Immunsystems gehoren Makrophagen zur ersten
Verteidigungslinie gegen eindringende Pathogene, stellen jedoch auch die Verbindung
zum angeborenen und adaptiven Immunsystem her, welches eine spezifische Abwehr und
Langzeitschutz ermdglicht 26364,

Makrophagen sind jedoch auch in der Lage die Immunantworten des adaptiven
Immunsystems zu regulieren und spielen auf diese Weise eine wichtige Rolle bei der

Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz und der Verhinderung chronischer Entziindung.

Die funktionellen Phanotypen von Makrophagen sind vielfaltig. So konnten in vitro-
Studien, die sich mit der Reaktion von Makrophagen auf verschiedene Stimuli befassten,
zeigen, dass Makrophagen verschiedene Phanotypen der Polarisation annehmen kénnen.
Gut charakterisierte Stimuli sind unteranderem Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) wie Lipopolysaccharide (LPS) oder
Zytokine wie Gamma-Interferon oder Interleukin-4 (IL-4). Die verschiedenen
Moglichkeiten ~ der  Makrophagen-Polarisation  sind  durch  unterschiedliche
Genexpressionsmuster von Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und metabolischen
Signaturen gekennzeichnet 2%°¢7.

Hierbei nehmen Makrophagen, die mit LPS und Gamma-Interferon stimuliert wurden,
einen proinflammatorischen Phanotyp an und werden als ,M1“ Makrophagen beschrieben.
Diese M1 Makrophagen sind durch die Produktion von entziindungsférdernden Zytokinen,
hohe glykolytische Aktivitdt und die Expression von Enzymen wie der NO Synthase

charakterisiert 265
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Diese proinflammatorischen Makrophagen sind an der Immunantwort gegen extra- und
intrazellulare Pathogene beteiligt und werden mit der Ausbildung und Verstarkung von
Entzindungen bei Autoimmunerkrankungen wie chronisch-entzindliche

Darmerkrankungen oder rheumatoider Arthritis in Zusammenhang gebracht 2%¢7.

Im Gegensatz zum M1 Status nehmen Makrophagen, die mit IL-4, Interleukin-13 (IL-13)
oder Interleukin-10 (IL-10) stimuliert werden, einen anti-inflammatorischen Phanotyp an
und werden als ,M2“ oder alternativ aktivierte Makrophagen bezeichnet, welche durch eine
erhohte Expression von sogenannten ,Scavenger-Rezeptoren® wie CD163,
Oberflachenmolekilen wie CD206, eine verstarkte phagozytische Aktivitdt und
verminderte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen charakterisiert sind 267, M2
Makrophagen sind zudem durch vermehrte oxidative Phosphorylierung und die Produktion
des Enzyms Arginase-1 (Arg1) definiert 2¢°. Zusatzlich spielen M2 Makrophagen eine
Rolle bei der Resolution von Entziindungen, dem Remodeling und der Reparatur von
Gewebe %°°. Alternativ aktivierte Makrophagen sind in der Immunantwort gegen Parasiten

involviert, tragen jedoch auch zur Entwicklung von allergischen Reaktionen bei 26567,

Die Kategorisierung in M1 und M2 basiert vor allem auf Beobachtungen von Zellkultur-
Phanomenen. Die tatsachlichen funktionellen Eigenschaften in vivo werden durch dieses
dichotome Modell jedoch nur bedingt abgebildet.

Der funktionelle Phanotyp von Gewebsmakrophagen hangt stark von der Organfunktion
und anatomischen Lokalisation ab %. Dabei kénnen Makrophagen ein integraler Teil einer
spezifischen physiologischen Organfunktion sein oder akzessorische Funktionen

8 In beiden Fallen

ausuben, die die Arbeitsfahigkeit eines Gewebes ermdglichen
bendtigen Makrophagen Stimuli, welche durch das Gewebe bereitgestellt werden, durch
Sensoren und Rezeptoren erkannt werden und schlie3lich Gber Transkriptionsfaktoren ein
spezifisches transkriptionelles Profil und charakteristische epigenetische Landschaften

erhalten 36869

So ist zum Beispiel die Hauptaufgabe der roten Pulpa der Milz die Entfernung von
seneszenten Erythrozyten aus dem Blut und das damit zusammenhangende Recycling
von Ham und Eisen. Diese spezielle Aufgabe wird von den Makrophagen ausgefihrt und
das Fehlen des Transkriptionsfaktors Spi-C, welcher fiir die Differenzierung dieser Zellen
noétig ist, fuhrt zu einer Eisenuberladung in der roten Pulpa. Der Hdm Sensor ist Bach1,
welcher gleichzeitig ein transkriptioneller Repressor von Spic ist 2637071,

Alveolarmakrophagen spielen eine essentielle akzessorische Rolle in der Lunge, um
deren Funktion zu gewahrleisten 2%, Um einen Kollaps der Alveolen zu verhindern,

produzieren Typ-llI-Pneumozyten Surfactant (surface active agent), welches hauptsachlich
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aus Lipiden, Proteinen und Kalzium besteht . Die Differenzierung und Funktion der
Alveolarmakrophagen ist abhangig von GM-CSF (granulocyte macrophage colony-
stimulating factor), welcher wiederum den Lipid-Sensor PPARy induziert 26372,

Residente Makrophagen des Peritoneums exprimieren den Transkriptionsfaktor GATAG,
welcher bei Stimulation mit Retinsaure die Differenzierung und Selbsterneuerung der
peritonealen Makrophagen kontrolliert %72,

Der essentielle Einfluss der vom Gewebe bereitgestellten Faktoren auf die Makrophagen-
Differenzierung und —Funktion wird auch bei Osteoklasten oder Mikroglia deutlich.
Osteoklasten bendtigen das von Osteoblasten und Osteozyten produzierte RANKL
(Receptor Activator of NF-kB Ligand), um zu differenzieren und zu fusionieren 27,
Mikroglia wiederum sind abhangig von TGFf3, welches durch das zentrale Nervensystem
bereitgestellt wird 375,

Wie wichtig das Mikroumfeld fir den Phanotyp der Gewebsmakrophagen ist, konnte auch
in Experimenten gezeigt werden, in denen Makrophagen eines frihen
Differenzierungstadiums (embryonale Makrophagen und Knochenmarksmakrophagen) in
adulte Gewebe transferiert wurden 2. Auf diese Weise konnte demonstriert werden, dass
das transkriptionelle Profil und der Phanotyp der transferierten Makrophagen vom
Mikroumfeld der Gewebe abhangig ist 27,

Die Anwendung des M1/M2 Konzeptes auf Gewebsmakrophagen in vivo anhand von
bekannten Markern wie iINOS (M1), Arg1 (M2) oder entsprechender Oberflachenmolekiile
ist oft nicht moglich, da sich die Expressionsprofile der Makrophagen in vivo von denen

kultivierter Makrophagen mitunter stark unterscheiden 2.

1.3.3 Die Rolle von Makrophagen in Rheumatoider Arthritis

Im Zuge einer Gelenksentziindung wahrend der RA kommt es zu einer Verdickung der
synovialen Intima durch die Expansion von synovialen Makrophagen und Fibroblasten
aber auch durch die Infiltration von Immunzellen. Sowohl Makrophagen als auch
Fibroblasten produzieren entziindungsférdernde Zytokine sowie Chemokine, Matrix-
degradierende Enzyme wie MMPs, Leukotriene und Prostaglandine 3*.

Synoviale Fibroblasten nehmen einen invasiven Phanotyp an und spielen neben den
knochenabbauenden Osteoklasten eine wesentliche Rolle bei der Entziindung und der
Zerstérung von Knorpel und Knochen des Gelenks 2477,

Auch T und B-Zellen sowie Mastzellen werden in groer Zahl in entzindetem
Synovialgewebe gefunden 2.

Die funktionelle Rolle von Makrophagen-Subtypen in der Entstehung und Entwicklung der

RA ist weiterhin unvollstéandig verstanden. Die Anzahl der Makrophagen im entzindeten
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Synovialgewebe korreliert mit dem Grad der Gelenkerosion und radiographischem
Fortschreiten der Gelenkzerstérung wahrend der RA 788,
Studien in denen CD14" Blutmonozyten markiert wurden, konnten zeigen, dass

Monocyten das Synovialgewebe von RA-Patienten kontinuierlich infiltrieren ®'.

Vor allem MHCII* Makrophagen sind im interstitiellen Synovialgewebe und der synovialen
Intima in groBer Anzahl zu finden 2. Da MHCII Molekiile eine Schnittstelle zum adaptiven
Immunsystem darstellen, konnten synoviale Makrophagen als Antigen-prasentierende
Zellen an der Rekrutierung und Aktivierung autoreaktiver T-Zellen beteiligt sein 578385,
Aktivierte Makrophagen in Synovialgewebe von RA-Patienten produzieren pro-
inflammatorische Zytokine wie den Tumornekrose-Faktor alpha (TNFa), Interleukin -6 (IL-
6) und IL-1 sowie Chemokine wie CCL2 und CXCL8 28688,

Da Monozyten und Makrophagen das entziindete Synovialgewebe massiv infiltrieren und
als Hauptproduzenten inflammatorischer Mediatoren gelten, wurden sie Ziel einer Vielzahl
therapeutischer Interventionsstrategien, welche Depletionen oder Inhibierung der Zellen
aber auch die Inaktivierung ihrer Entziindungsmediatoren einschlossen ©’.

So konnte die Entwicklung von TNF-Blockern die symptomatische Behandlung von
rheumatoider Arthritis revolutionieren und zahlt seit iber 20 Jahren zu den erfolgreichsten
Therapeutika der Behandlung der RA 283,

Neben der Zytokinproduktion sind synoviale Makrophagen auch durch Bildung von
Stickstoff-Intermediaten, Matrix-degradierenden Enzymen und als Quelle von reaktiven
Sauerstoff-Spezies an der Manifestation der Entziindung und der damit verbundenen
Gewebezerstorung beteiligt 289,

Hypervaskularisation des Synovialewebes ist ein Kennzeichen von RA und wird im Zuge
der Diagnostik untersucht. Makrophagen produzieren das pro-angiogene VEGF und
kénnen somit zur gesteigerten BlutgefaRbildung beitragen 29'.

Da Makrophagen bereits in gesundem Synovialgewebe vorhanden sind, wird
angenommen, dass Makrophagen nicht nur bei der Progression der Arthritis eine Rolle
spielen, sondern auch bei Initiation der Erkrankung. So produzieren synoviale
Makrophagen in sehr frihen Stadien der RA voribergehend Chemokine wie CXCL4 und
CXCL7 2%,

Die funktionelle Heterogenitat der Makrophagen-Populationen riickt verstarkt in den Fokus
der Forschung. Eine Studie, die Einzelzell-Sequenzierung und Massen-Zytometrie von
Subpopulationen von Monozyten und Makrophagen aus humanem Synovialgewebe von
RA und Osteoarthritis (OA) -Patienten durchfihrte, identifizierte vier verschiedene

2,93,94

Subpopulation
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Identifiziert wurden eine pro-inflammatorische IL-18* HBEGF* Population, eine NUPR1*
Population, welche im Synovialgewebe der OA Patienten vorherrschte, ein Cluster von
Zellen, welche unter anderem durch die Expression des Komplementfaktors C1QA
charakterisiert wurde, sowie eine Population SPP1* Interferon-aktivierter Monozyten. Die
IL-13* HBEGF® pro-inflammatorischen Makrophagen interagieren mit synovialen

Fibroblasten und férdern die invasiven und destruktiven Eigenschaften dieser Zellen %.

Eine Vielzahl tierexperiementeller Studien versuchte die funktionelle Rolle von Monozyten
und Makrophagen zu entschlisseln. Dabei wurde vor allem die entziindungsférdernde
Rolle der Monozyten und Makrophagen bestatigt.

Frihe Studien, welche die Rolle von Makrophagen in Mausmodellen fir Arthritis
untersuchten, vernachlassigten dabei die Heterogenitat der Makrophagen. Eine weit
verbreitete Methode zur Depletion von Makrophagen ist die Anwendung von Clodronat-
Liposomen. Systemisch verabreichtes Clodronat depletiert unter anderem die

Makrophagen des Knochenmarks, der Milz und die Monozyten des Blutes 5.

t %. Die anti-

Clodronat behandelte Mause sind vor K/BxN Serumtransfer-Arthritis geschitz
inflammatorischen Effekte der Clodronat-Behandlung wurden unteranderem der Depletion
der Ly6C'"*" Monozyten zugeschrieben, welche eine essentielle Rolle bei der Initiation der
Antikdrper-vermittelten Entziindung zu spielen scheinen %.

NR4a1-Knockout-Mause, denen die nichtklassischen Monozyten im Blut fehlen,
entwickeln hingegen massive Entziindungen im K/BxN Serumtransfer-Modell und konnten
die Funktion als Initiatoren der Entziindung nicht bestatigen .

Die Selektivitat von Clodronat-Liposomen muss zudem infrage gestellt werden, da die
Liposomen auch von anderen Zellen wie Neutrophile Granulozyten aufgenommen werden

kénnen und deren Funktionen beeinflussen (unveréffentlichte eigene Daten).

Die Depletion von Ly6C"®" Monozyten mit Hilfe eines Antikérpers, der gegen CCR2
gerichtet ist, konnte die Entzindung im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis
vermindern . Auch die Blockade von CCR2 hat protektive Effekte '®°. Mutante Mause
ohne CCR2 zeigen Resistenz gegen Antigen-induzierte Arthritis '°*.

Im Gegensatz dazu weisen CCR2-Knockout-Mause einen zu Wildtypen vergleichbaren
Verlauf der K/BxN Serumtransfer-Arthritis und sogar eine Exazerbation in der Kollagen-
induzierten Arthritis auf %192,

Diese gegensatzlichen Ergebnisse werden mitunter auf die unterschiedliche Pathogenese
der verschiedenen Mausmodelle zurtckgefuhrt, wobei Monozyten in den einzelnen
Modellen unterschiedliche Funktionen ausiiben kénnten 2. Kollagen-induzierte Arthritis

und Antigen-induzierte Arthritis sind abhangig von Antigen-Prasentation und T-Zell-
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2

Aktivierung “. Das K/BxN Serumtransfermodell wird durch arthritogene Antikérper

ausgeldst und ist T-Zell unabhangig. Dieses passive Modell spiegelt die Antikdrper-
vermittelte Effektorphase der RA wieder %3194,

Auch CCR2-Effekte die unabhangig von Monozyten sind, kénnten die Diskrepanzen
zwischen den Studien erklaren, da CCR2 auf einer Vielzahl von Immunzellen exprimiert
wird. CCR2 blockierende Antikérper-Behandlung in Patienten flhrte nicht zu einer

Linderung der Erkrankung .

Eine proinflammatorische Rolle von Monozyten und Makrophagen in Kollagen-induzierter
Arthritis konnte in Mausen gezeigt werden, die transgen flr eine LysM-cre Rekombinase
und den chiméren ,Todesrezeptor* human/mouse death receptor 5 waren %1%, In diesem
System gingen vor allem Ly6C"9" Monozyten und interstitielle synoviale Makrophagen in
Apoptose. Eine reduzierte Expression von entziindungsférdernden Zytokinen wie TNFa,
IL-6, IL-17 und IL-23 konnte dabei beobachtet werden ¢7:1%¢.

Die differenzielle Rolle von residenten synovialen Makrophagen gegeniber infiltrierenden
Monozyten wurde mit Knochenmarkschimaren im K/BxN Serumtransfermodell untersucht
95.

Bei diesen Chimaren handelte es sich zum einen um transgene Mause die den humanen
Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) in CD11b* Zellen exprimierten und ein wildtypisches
Knochenmark besaRen. Mittels lokaler Diphtherietoxin (DT) Injektion konnten somit
CD11b" residente Zellen selektiv depletiert werden .

Zum anderen wurden Chiméaren generiert, welche den CD11b-abhéangigen DTR nur in
Knochenmarkszellen exprimierten. Dadurch konnten unter anderem CD11b* Monozyten
des Blutes depletiert werden ohne die Gewebsmakrophagen zu verlieren %.

Die Ergebnisse dieser aufwandigen Experimente legen nahe, dass CD11b-exprimierende

% Infiltrierende

Gewebsmakrophagen der Initiation der Entziindung entgegenwirkten
Monozyten hingegen férdern die Entziindung in der frilhen Phase der Erkrankung *°.
Wurden die infiltrierenden Makrophagen erst nach Manifestation der Entziindung

depletiert, kam es zu einer verzégerten Remission %°.
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2. Zielstellung der Dissertation

Mit dem Wissen, dass Makrophagen bezlglich Ontogenese, Differenzierung, Polarisation
und Funktion eine sehr diverse und plastische Zellpopulation darstellen, sollte die
vorliegende Dissertation folgende grundlegende Fragestellungen zur Biologie synovialer

Makrophagen adressieren:

o Wie ist die mikroanatomische Verteilung von Makrophagensubtypen im gesunden
und entziindeten synovialen Gelenk?

e Was st der Ursprung synovialer Makrophagen und wie erfolgt die
Aufrechterhaltung der Populationen in der adulten Maus?

e Welche Subpopulation befinden sich im gesunden und entziindeten
Synovialgewebe und wie sehen deren Transkriptionsprofile aus?

¢ Welche funktionelle Rolle spielen Makrophagen im gesunden und entziindeten
Gelenk?

Bei der Beantwortung dieser Fragen sollten unter anderem neueste Techniken der
Bildgebung wie die dreidimensionale Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie, hochauflésende
konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie, longitudinale Magnetresonanz-
tomographie, Transmissionselektronenmikroskopie, Sequenzierungstechniken wie der
Einzelzel-RNA-Sequenzierung sowie eine Vielzahl muriner Reporter- und
Depletionssysteme zum Einsatz kommen.

Experimentelle Mausmodelle fur Arthritis wie das K/BxN Serumtransfermodell und die
Kollagen-induzierte Arthritis sollten genutzt werden, um Gelenksentziindungen zu
induzieren, welche denen der rheumatoiden Arthritis entsprechen.

Die Integration dieser Vielfalt an Methoden sollte ein umfassendes Bild Gber die raumlich-
zeitliche Verteilung, die Herkunft, Differenzierung und Funktion von Makrophagen-

Subpopulationen im gesunden und erkrankten Gelenk erstellen.

Die spezifischen Fragestellungen dieser Dissertation sollen dabei nicht nur das
grundlegende Verstandnis Uber synoviale Makrophagen im Speziellen und Uber
Gewebsmakrophagen im Allgemeinen erweitern, sondern vor allem neue Ansatze fir
Strategien zur Behandlung und Heilung chronisch-entziindlicher Erkrankungen wie der

rheumatoiden Arthritis ermoglichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Raumliche und zeitliche Charakterisierung der synovialen Lining-
Makrophagen in gesundem und entziindetem Zustand

3.1.1  Synoviale Lining-Makrophagen bilden eine Grenzmembran zwischen
Gelenkflissigkeit und Synovialgewebe

Die mikroanatomische Organisation von synovialen Makrophagen war nur unzureichend
bekannt. Cx3cr1°°:R26-tdTomato-Reportermause wurden verwendet, um die generelle
Verteilung von Makrophagen im synovialen Gelenk zu charakterisieren.

Diese Mause exprimieren eine cre-Rekombinase unter Kontrolle des Cx3cr1-Promotors
und besitzen eine loxP-flankierte STOP-Kassette, welche die Transkription des
Fluoreszenzproteins tdTomato blockiert '°’. Das tdTomato-Transgen besitzt einen CAG
Promotor und befindet sich im Gt(ROSA)26Sor Lokus. CX3CR1 ist ein Chemokin-
Rezeptor, der vor allem in Zellen des mononuklear-phagozytaren Systems exprimiert wird
25.

Die Aktivierung des Cx3cr1-Promotors flhrt in den Cx3cr1°°:R26-tdTomato-
Reportermausen zur Expression der cre-Rekombinase, welche wiederum die STOP-
Kassette entfernt und somit die Expression des tdTomato-Fluoreszenzproteins ermdglicht.
Mit diesem System ist es moglich alle Zellen zu identifizieren, die wahrend ihrer
Entwicklung das CX3CR1 exprimiert haben.

Optisches ,Clearing® und dreidimensionale Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM)
sowie konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie von Kniegelenken der
Cx3cr1°°:R26-tdTomato-Mause zeigten eine hohe tdTomato-Expression in Zellen des
Knochenmarks, welche vor allem Osteoklasten und Knochenmarksmakrophagen waren
(Abbildung 2a).

Zusatzlich wird eine dichte Membran bestehend aus tdTomato® synovialen Lining-
Makrophagen als oberste Grenzschicht auf dem synovialen Gewebe sichtbar (Abbildung
2a).

Die 3D-Analysen der Gelenke der Cx3cr1°°:R26-tdTomato-Mause zeigten, dass die
Lining-Makrophagen eine Art physikalische Barriere bildeten, welche die Flussigkeit des
Gelenkspalts vom umgebenen Synovialgewebe trennte (Abbildung 2b).

LSFM Bilder von Cx3cr1°°:R26-tdTomato-Mausen, denen eine Fluorophor-gekoppelter
Antikérper gegen den Endothelmarker CD31 intravends verabreicht wurde, illustrieren die

umfassende Vaskularisation des Synovialgewebes (Abbildung 2c).
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Dabei befinden sich Blutgefal3e in direkter Nahe der Lining-Makrophagen ohne deren
Membran zu durchdringen.

Immunfluoreszenzmikroskopie von Gewebeschnitten der Synovialmembranen bestatigte
den Makrophagen-Charakter der Zellen durch Expression der Makrophagen-Marker F4/80
und CD68 (Abbildung 2d).

Mit Hilfe der ColVI°?:R26-tdTomato-Reportermause, welche das tdTomato unter anderem
in Fibroblasten exprimieren, konnte gezeigt werden, dass sich die Lining-Makrophagen
direkt auf den synovialen Fibroblasten (Typ B Synoviozyten) befinden (Abbildung 2d).
Durch Verwendung der heterozygoten, transgenen Cx3cr19?-Reportermaus’® konnte
gezeigt werden, dass synoviale Lining-Makrophagen standig CX3CR1 exprimieren und
ungefahr 40% aller Gelenksmakrophagen ausmachen (Abbildung 24, e).

Das GFP ist direkt in den Lokus des natlrlichen CX3CR1 integriert und fungiert unter
homozygoten Bedingungen als Knockout. Anders als die Cx3cr1°°:R26-tdTomato-Mause
kénnen bei der Cx3cr19P-Reportermaus nicht Zellen identifiziert werden, die das CX;CR1
wahrend ihrer Ontogenese exprimierten und die Expression in der spateren Entwicklung
einstellten. In den Cx3cr1°°:R26-tdTomato Mausen konnten so zusatzlich auch

interstitielle Makrophagen gefunden werden, die das CX3CR1 nicht mehr exprimierten.
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Abbildung 2 CX3CR1* Lining-Makrophagen bilden eine dichte Membran als oberste Schicht des
Synovialgewebes

(a) 3D-Lichblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) von gesunden Kniegelenken der Cx3cr1°¢:R26-tdTomato
Mause zeigt die raumliche Verteilung der tdTomato* Zellen (rot) und anti-Ly6G markierter Neutrophiler (griin);
AF: Autofluoreszenz. Pfeile sind auf tdTomato* Lining-Makrophagen gerichtet. Gs: Gelenkspalt; Km:
Knochenmark, M: Meniskus. GréRenbalken: 500um (links) und 100um (rechts).

(b) Oben: LSFM Analyse der dreidimensionalen Ausdehnung der Schicht der Lining-Makrophagen (tdTomato®,
rot) des Synovialgewebes eines Kniegelenks der Cx3cr1¢:R26-tdTomato-Mause. Grofenbalken, 100um.
Unten: Hochaufgeloste 3D-Rekonstruktion von CLSM Daten der Membran der Lining-Makrophagen von
Synovialgewebe eines Kniegelenks der Cx3cr1°¢:R26-tdTomato-Mause (tdTomato, rot, Phalloidin, grin,
DAPI, blau). GroRenbalken, 10um.

(c) Oben: 3D-Rekonstruktion von LSFM Aufnahmen der Kniegelenke von Cx3cr1°¢:R26-tdTomato-Mausen
(tdTomato, rot), denen anti-CD31 Antikérper (blau) zur Darstellung des GefaRsystems injiziert wurde.
GroRenbalken, 100um. Unten: 3D-Rekonstruktion des GefaRsystems (blau) mit Blick auf die apikale bzw.
interstitielle Seite der Schicht der Lining-Makrophagen (tdTomato, rot). GroRenbalken 100um.

(d) Links: Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM) der Synovialmembran der Kniegelenke von
ColVIF:R26-tdTomato-Mausen zeigt tdTomato-exprimierende synoviale Fibroblasten (tdTomato, rot), die eine
zweite Schicht unterhalb der Lining-Macrophagen (F4/80, griin) bilden. Mitte: BFM von Synovialgewebe der
Kniegelenke von Cx3cr19°-Mausen zeigt GFP-Expression in synovialen Lining-Makrophagen (F4/80, grin).
Rechts: BFM von Synovialgewebe von Kniegelenken von Cx3cr1°¢:R26-tdTomato-Mausen mit tdTomato-
exprimierenden (tdTomato, rot) Lining- und interstitiellen Makrophagen (CD68, griin).

(e) Durchflusszytometrische Analyse von synovialen Makrophagen von dissoziierten Hinterpfoten von
Cx3cr19P-Mausen. Die Makrophagen wurden als CD45*, CD11b* und F4/80* definiert. Die Expression von
GFP unterscheidet die Lining-Makrophagen von den interstitiellen Makrophagen. Abbildung modifiziert
Gbernommen aus .
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3.1.2 Disruption und Reorganisation der CXsCR1* Makrophagen-Membran bei
Antikérper-induzierter Arthritis

Das K/BxN Serumtransfermodell als Modell fiir experimentelle Arthritis bei Mausen wurde
verwendet, um die Veranderungen der membranbildenden CX;CR1* Makrophagen im
Kontext einer Gelenksentziindung zu untersuchen. In diesem Krankheitsmodell wird
Serum von K/BxN Mausen, welche spontan eine Polyarthritis entwickeln, intraperitoneal
in gesunde Mause injiziert "%,

Das Serum der K/BxN Mause enthalt arthritogene Antikdrper gegen die ubiquitar
exprimierte Glukose-6-Phosphat-lsomerase'®®. Der Transfer dieser Antikdrper lost
massive Entziindungen in den Gelenken der Tiere aus und dhnelt der Effektorphase der
humanen rheumatoiden Arthritis bezuglich Infiltration von Immunzellen, Gelenks- und

Knorpelzerstérung sowie Knochenerosion.

Um Veranderungen der synovialen Makrophagen-Membran wahrend einer Antikorper-
vermittelten Gelenksentziindung zu untersuchen, wurden Kniegelenke von Cx3cr1°°:R26-
tdTomato-Mausen in gesundem Zustand und an Tag 2 und Tag 7 nach Injektion des
K/BxN Serums mittel Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM, Abbildung 3a), Bright-
field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM, Abbildung 3b) und konfokaler Laser-Scanning-

Fluoreszenzmikroskopie (CLSM) analysiert (Abbildung 4).

Fir die LSFM wurde den Tieren vor Praparation der Kniegelenke ein Fluorophor-
konjugierter Antikérper gegen den Neutrophilen-Marker Ly6G intravends gespritzt.

Sowohl mit LSFM am intakten, transparenten Knie als auch mit BFM und CLSM von
Gewebeschnitten der Synovialmembranen konnten umfassenden dynamische
Anderungen bezlglich der Dichte der Makrophagen-Membran als auch der Morphologie

der Makrophagen festgestellt werden.

Bei gesunden Tieren bildet die Makrophagen-Membran eine dunne, zumeist einzellige
flache Schicht, welche die Synovialflissigkeit von synovialen Fibroblasten und
interstitiellem Gewebe trennt. Bei Induktion der Arthritis (Tag 2) verliert die CX3CR1*
Makrophagen-Membran die engen Bindungen der Makrophagen untereinander und es
entstehen Licken zwischen den Makrophagen. Neutrophile Granulozyten, welche grol3e
Mengen von DNA durch NETose (Freisetzung von neutrophil extracellular traps)
freisetzten, und Monozyten infiltrierten den Gelenkspalt. Schon zeitig nach Induktion der
Arthritis wiesen phagozytierende Lining-Makrophagen einen hohen Gehalt an Lysosomen
auf, welche sowohl DNA als auch Membranbestandteile (Ly6G*) von Neutrophilen

enthielten.
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Bei ausgepragter Entziindung (Tag 7) verdichtete sich die Membran aus CX3CR1" Lining-
Makrophagen wieder. Allerdings veranderte sich die Morphologie der Makrophagen hin zu
einem Pallisaden-ahnlichen Phéanotyp, der sich senkrecht zur Synovialmembran

ausrichtete.

Tag 7

cre

Cx3cr1™ ":R26-tdTomato, Ly6(

Tag 0

Cx3cr1°'®:tdTomato, , Ly6G, DAPI
Abbildung 3 Dynamische Verianderung der synovialen Makrophagenmembran wahrend
Antikorper-induzierter Arthritis

(a) Reprasentative LSFM Aufnahmen von Kniegelenken der Cx3cr1°¢:R26-td Tomato-Mause (tdTomato,
rot) in gesundem Zustand und an Tag 2 und Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer. Den Tieren wurden
Fluorophor-gekoppelte Anti-Ly6G Antikorper (griin) intravends verabreicht. Die Pfeile markieren die
Schicht aus Lining-Makrophagen. Km: Knochenmark, Gs: Gelenkspalt. Groenbalken, 100 pm.

(b) Reprasentative BFM Aufnahmen der Synovialmembran von Kniegelenken der Cx3cr1°¢:R26-
tdTomato-Mause in gesundem Zustand und an Tag 2 und Tag 4 nach Induktion der Arthritis.
Makrophagen wurden mit Anti-F4/80 Antikorper (weif3) und Neutrophile mit Anti-Ly6G Antikorper (grin)
markiert. DAPI (blau) farbt Zellkerne und NETs (neutrophil extracellular traps). Gs: Gelenkspalt.
GroRenbalken , 25um. Abbildung modifiziert Gibernommen aus .
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Tag 2 Tag7

cre

Cx3cr1™ ":R26-tdTomato, Ly6G, , SYTOXBlue

Abbildung 4 Hochauflosende konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie der
CX3CR1* Lining-Makrophagen wahrend Antikorper-induzierter Arthrits

Reprasentative Aufnahmen eines konfokalen Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskops (CLSM) von
synovialen Lining-Makrophagen (F4/80, weil}) der Kniegelenke der Cx3cr1°®:R26-tdTomato-Mause
(tdTomato, rot) in gesundem Zustand (Tag 0) und an Tag 2 und Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer.
Neutrophile Granulozyten wurden mit Anti-Ly6G Antikorper (grin) gefarbt. DAPI-gefarbte DNA ist in
Zellkernen, als NETs im Gelenkspalt und phagozytiert in den Lysosomen der Lining-Makrophagen
zu finden. K: Knorpel, Gs, Gelenkspalt; Sg: Synovialgewebe. GroRenbalken, 20 um (oben), 5 pm
(unten). Abbildung modifiziert ibernommen aus .

Transmissionselektronenmikroskopie von Synovialgewebe der Kniegelenken von
gesunden und erkrankten Wildtyp-Mausen konnten die Beobachtungen aus der
Lichtmikroskopie untermauern (Abbildung 5). Unter physiologischen Bedingungen bilden
vesikelreiche Makrophagen die oberste Zellschicht der Synovialmembran (Abbildung 5a,
b).

Dabei sind die CX3CR1* Lining-Makrophagen den synovialen Fibroblasten, welche reich
an endoplasmatischem Retikulum (ER) sind, aufgelagert. Beide Zelltypen befinden sich in
unmittelbarer Nahe zum kapillaren Netzwerk.

Synoviale Fibroblasten und Blutgefal3e sind in eine ausgepragte extrazellulare Matrix
(ECM) eingebettet. CX3CR1* Lining-Makrophagen hingegen sind nur geringfligig von ECM
umgeben, was wiederum engen Zell-Zell-Kontakt innerhalb der Makrophagen-Membran

erlaubt.
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Zwei Tage nach K/BxN Serumtransfer und Induktion der Antikérper-vermittelten
Entziindung wird das Aufbrechen der Makrophagenmembran deutlich (Abbildung 5c, d).
Synoviale Fibroblasten breiten sich zwischen den Lining-Makrophagen aus. Die
Lysosomen der Lining-Makrophagen sind mit phagozytierten Zelltrimmern gefullt
(Abbildung 5e).

Im Gelenkspalt befindet sich freigesetzte DNA aus den NETs, Neutrophile Granulozyten
und Monozyten (Abbildung 5f). Die in die DNA eingebetteten Monozyten scheinen die freie
DNA zu umschlieen und aufzunehmen (Abbildung 5g).

Abbildung 5 Transmissionselektonenmikroskopie (TEM) der Synovialmembran

(@) und (b) TEM der Synovialmembran von gesunden Kniegelenken von Wildtyp-Mausen zeigt
Makrophagen (rot), welche die oberste Zellschicht bilden und die darunterliegenden synovialen
Fibroblasten (griin). Endothelzellen (violett) durchziehen die extrazellulare Matrix (gelb) des
interstitiellen Gewebes.

(c) bis (e) TEM der Synovialmembran von Kniegelenken von Wildtyp-Mausen zwei Tage nach K/BxN
Serumtransfer demonstriert die Disruption der Membran aus CX3CR1* Lining-Makrophagen (rot) und
die Neuausrichtung der Makrophagen und der synovialen Fibroblasten in Richtung Gelenkspailt.
CX3CR1* Lining-Makrophagen besitzen Einschlisse von phagozytiertem Material.

(f) bis (g) TEM von neutrophil extracellular traps (DNA, blau) sowie Neutrophilen Granulozyten und
Monozyten. Die Pfeile sind auf Zellfortsatze einer Monozyte gerichtet, die DNA zur Phagozytose
umschlieft.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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3.1.3 Disruption und Reorganisation der CXsCR1* Makrophagenmembran wéhrend
Kollagen-induzierter Arthrits (CIA)

Die Veranderungen der Schicht aus CX3;CR1" Lining-Makrophagen bezlglich
Membranintegritat und Makrophagen-Morphologie wahrend der Antikérper-vermittelten
K/BxN Serumtransfer-Arthritis konnte auch im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis
(CIA) bestatigt werden.

In diesem Modell wurden Cx3cr1°¢:R26-tdTomato-Mause gegen Typ |l Kollagen aus dem
Huhn immunisiert. Dies fluhrt zur Produktion von Antikdrpern gegen murines Kollagen.
Eine zweite Immunisierung an Tag 21 fuhrt schlieflich zur Induktion von
Gelenksentzindungen.

Die Kniegelenke der Tiere wurden an Tag 21 und Tag 35 mittels LSFM (Abbildung 6a) und
CLSM (Abbildung 6b) analysiert. Tag 21 nach erster Immunisierung entspricht dabei der
nicht-entziindeten Kontrolle und Tag 35 der etablierten Arthritis. Im Vergleich zum Tag 21
konnte am Tag 35 die Disruption und Neuausrichtung der CX3CR1" Lining-Makrophagen
festgestellt werden. Es kam auflerdem zu einer massiven Infiltration von weiteren

tdTomato-exprimierenden mononuklearen Phagozyten.

CIA d21
CIAd21

CIAd35
CIA d35

N

Cx3cr1°®:R26-tdTomato, Cx3cr1°®:R26-tdTomato, CD68, , DAPI

Abbildung 6 Verdnderungen der Makrophagen-Morphologie und Disruption der Makrophagen-
membran wahrend Kollagen-induzierter Arthritis

(a) Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) von Kniegelenken (Autofluoreszenz, weil3) von
Cx3cr1°:R26-tdTomato-Mausen (tdTomato, rot) an Tag 21 (CIA d21) und Tag 35 (CIA d35) nach erster
Immunisierung. Km: Knochenmark, Sg: Synovialgewebe, Gs: Gelenkspalt. GroRenbalken, 500pm
(links) und 100um (rechts).

(b) Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie der Synovialmembran von Kniegelenken von
Cx3cr1°:R26-td Tomato-Mausen (tdTomato, rot) an Tag 21 (CIA d21) und Tag 35 (CIA d35) nach erster
Immunisierung. Makrophagen wurden mit Anti-CD68 (griin) und Neutrophile Granulozyten mit Anti-Ly6G
(weiB) Antikorper markiert. K: Knorpel, Gs: Gelenkspalt; GréRenbalken, 100um (links) und 10pm
(rechts).

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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3.1.4 Synoviale Fibroblasten tauschen ihre Position mit Lining-Makrophagen bei

Antikérper-vermittelter Arthritis

Die fluoreszenz- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Synovialmembran von
Cx3cr1°°:R26-tdTomato-Mausen zeigten, dass die CXsCR1" Lining-Makrophagen die
oberste Zellschicht bilden und das Synovialgewebe von der Gelenkflissigkeit abtrennen.
Wahrend der Gelenksentziindung werden die CX3sCR1" Lining-Makrophagen von einem
tdTomato-negativen Zelltyp Gberwachsen. Theoretisch sollte es sich bei diesen Zellen um
die synovialen Fibroblasten (Typ B Synoviozyten) handeln.

CLSM von Gewebeschnitten der Kniegelenke von ColVI?®:R26-tdTomato
Reportermausen konnten bestatigen, dass es sich bei diesen Zellen um Kollagen Typ VI-
exprimierende synoviale Fibroblasten handelte (Abbildung 7).

In gesundem Zustand befand sich die Schicht der Fibroblasten der Synovialmembran
unterhalb der Schicht aus CX3CR1" Lining-Makrophagen. Nach Induktion der K/BxN
Serumtransfer-Arthritis (Tag 2) expandierten diese synovialen Fibroblasten durch die
Makrophagenschicht hindurch und besetzten die erste Reihe der Synovialmembran. Wie
an Tag 7 ersichtlich kam es zu einer massiven Zunahme der Anzahl der Fibroblasten in
der Synovialmembran. Die Membranstruktur der CXsCR1* Lining-Makrophagen l6ste sich

vollstandig auf.

Tag O

Tag 7

ColVI°'®:tdTomato, CD68, SYTOXBlue

Abbildung 7 Wahrend einer Arthritis expandieren die synoviale Fibroblasten durch die Schicht
der Lining-Makrophagen hindurch

Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der Synovialmembran der Kniegelenke
von ColVI°e:R26-tdTomato-Reportermausen (tdTomato, rot) in gesundem Zustand und an Tag 2 und
Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer. Anti-CD68 Antikorper (griin) markiert die synovialen Makrophagen.
Gs: Gelenkspalt, Sg: Synovialgewebe. GréRenbalken: 20um. Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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3.2 Ontogenetischer Ursprung von Makrophagen-Subtypen des
Synovialgewebes

Es ist bekannt, dass die Makrophagen-Subtypen eines Gewebes unterschiedlichen
Ursprungs sein kénnen. Im Falle des Synovialgewebes war wenig Uber die Subtypen und
deren Herkunft bekannt.

Die mikroanatomische Charakterisierung des Synovialgewebes konnte bereits zeigen,
dass es im gesunden Gelenk mindestens zwei unterschiedliche synoviale Makrophagen-
Subtypen gibt: CX3CR1" Lining-Makrophagen und CX3CR1" interstitielle Makrophagen.
Die Aufklarung der Ontogenese dieser geweberesidenten Makrophagen und die Anderung
des Makrophagen-Pools wahrend einer Antikdrper-vermittelten Gelenksentziindung

werden im Folgenden beschrieben.

3.2.1 Synoviale Lining-Makrophagen besiedeln das Gelenk wéhrend der

Embryongenese

Zunachst sollte festgestellt werden, ob Makrophagen das Synovialgewebe schon wahrend
der Embryogenese besiedeln. Dazu wurden Kniegelenke von Mausembryonen von Tag
E15,5 und E16,5 fir konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie aufgearbeitet. Es
konnten erste CD68+ und F4/80+ Makrophagen im sich entwickelnden embryonalen
Gelenk detektiert werden (Abbildung 8).

E15,5 E16,5

Abbildung 8 Konfokale Laser-
Scanning-Fluoreszenzmikroskopie von
Kniegelenken von Mausembryonen
wahrend der Embryogenese
Gewebeschnitte von Mausembryonen
wurden  mittels  konfokaler  Laser-
Scanning-Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Die  Aufnahmen zeigen
Knieglenke von Embryonen von Tag 15,5
(E15,5) und Tag 16,5 (E16,5) der
Embryonalentwicklung. Makrophagen
wurden mit Anti-F4/80 (weil}) und Anti-
CD68  (rot)  Antikérpern  markiert.
Fluorophor-gekoppeltes Phalloidin (grin)
farbt Aktin und DAPI die Zellkerne (blau).
Pfeile deuten auf synoviale Lining-
Makrophagen.  GroRenbalken,  50um
(oben) und 10um (unten). Abbildung
modifiziert ibernommen aus .
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An Tag 15,5 wurden nur wenige F4/80" Makrophagen am sich bildenden Gelenkspalt
nachgewiesen. Die charakteristische Architektur des synovialen Gelenkes mit
Gelenkspalt, Synovialmembran und interstitiellem Gewebe ist am Tag E16,5 bereits zu
erkennen. Eine Aneinanderreihung von Lining-Makrophagen in der Synovialmembran wird
bereits deutlich und deutet die Entwicklung der Membran aus synovialen Makrophagen

an. Auch im interstitiellen Synovialgewebe siedeln sich Makrophagen an.

3.2.2 Synoviale Gewebsmakrophagen sind resident und selbsterneuernd

Adulte Makrophagen sind entweder resident und erneuern sich selbst oder entstammen
dem Knochenmark. Um den Ursprung adulter synovialer Makrophagen zu untersuchen
wurden Parabiose-Studien durchgefiihrt 1%,

Dabei wurden Cx3cr19P-Mause und Wildtyp-Mause operativ verbunden (Abbildung 9a).
Diese parabiotischen Mause teilten sich eine gemeinsame Blutzirkulation und wiesen
somit einen Chimerismus des myeloiden Kompartiments im peripheren Blut auf.

Mittels Cx3cr1-abhangiger GFP (green fluorescent protein) -Expression konnte festgestellt

werden, ob Makrophagen aus dem Knochenmark der Partnermaus stammen.

Es wurde das Synovialgewebe der Kniegelenke des Wildtyp-Parabionten untersucht
(Abbildung 9a). Dabei konnten keine GFP-exprimierenden Makrophagen in der synovialen
Intima detektiert werden. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass sich die
CX3CR1" Lining-Makrophagen nicht durch infiltrierende Blutmonozyten sondern durch

Selbsterneuerung erhalten.

Um zu ermitteln, ob CX3CR1" Lining-Makrophagen proliferieren und ihre Anzahl dadurch
Selbsterneurung erhalten, wurden Gewebeschnitte von Kniegelenken der Cx3cr19%-
Mause mit Anti-Ki67 Antikdrper gefarbt. Ki67 ist ein Proliferationsmarker und wird in sich
teilenden Zellen exprimiert ''°. Es konnten jedoch keine Ki67* Zellen unter den CX;CR1*
Lining-Makrophagen gefunden werden (Abbildung 9b).

Im interstitiellen Synovialgewebe hingegen wurden proliferierende Ki67*CD68*CX;CR1"
interstitielle Makrophagen detektiert. Ausgehend von diesen proliferierenden Zellen
steigerte sich die Cx3cr1-abhangige GFP-Expression mit fortschreitender Annaherung an

die synoviale Makrophagenmembran der Intima.
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Abbildung 9 CX3CR1* Lining-Makrophagen durchlaufen ein Csf1r-exprimierenden Satus

(a) Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM) von Cx3cr19%- und Wildtype-Parabionten nach 6
wochiger Parabiose. Makrophagen sind CD68 (rot) positiv. Zellkerne wurden mit DAPI markiert. Gs:
Gelenkspalt, Sg: Synovialgewebe. GroRenbalken: 25um.

(b) BFM von Kniegelenken der Cx3cr19? zeigen Ki67-positive proliferiende Zellen (wei) im interstitiellen
Gewebe. Der Grad der GFP-Expression(griin) in Makrophagen (CD68, rot) nimmt mit Anndherung an
die Synovialmembran zu. Gs: Gelenkspalt, Sg: Synovialgewebe, Km: Knochenmark. GréRenbalken,
250pm (links) und 25um (rechts).

(c) BFM des Synovialgewebes eines Kniegelenkes der Csf1r9% Maus demonstriert GFP-Expression
ausschlieB3lich in interstitiellen Makrophagen (F4/80, rot). Scale bars, 25um.

(d) Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie (CLSM) von Synvoialgewebe eines
Kniegelenkes der Cx3cr19»-Mause (GFP, griin) mit Anti-CSF1R Antikérperfarbung (rot) bestatigt, die
exklusive CSF1R Expression in interstitiellen Synovialmakrophagen. Gs: Gelenkspalt, Sg:
Synovialgewebe. GréRenbalken, 25um (links) und 10um (rechts)

(e) Reprasentative Aufnahmen von CLSM der Synovialmembran der Kniegelenke von Csf1reER:R26-
tdTomato-Mausen (tdTomato, rot) nach 5 Tagen, 4 Wochen und 6 Wochen der Behandlung mit
Tamoxifen-beladenem Futter. Makrophagen wurden durch die F4/80 Expression (grin) identifiziert.
Zellkerne sind DAPI-markiert (blau). Gs: Gelenkspalt, Sg: Synovialgewebe. GroRenbalken, 10pm.

(f) Prozentuale Quantifizierung der tdTomato positiven Lining-Makrophagen zu allen CD68 positiven
Makrophagen der Synovialmembran anhand der Aufnahmen aus (e). Die gestrichelte Linie rentspricht
dem 95% Konfidenzintervall.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Ein fir Makrophagen charakteristisches Protein ist der macrophage colony-stimulating
factor receptor (M-CSFR, CSF1R, CD115) '"""'2_ Die CSF1R-Expression wurde mit Hilfe
der CSF1R9"-Reportermaus’’® (Abbildung 9c¢) und mit Antikdrpern gegen CSF1R
(Abbildung 9d) analysiert. Interessanterweise wiesen die CX3CR1" Lining-Makrophagen
keine CSF1R-Expression auf.

Die interstitiellen Synovialmakrophagen hingegen waren GFP-positiv in den CSF1R9"-
Reportermausen und in Cx3cr19?-M&usen konnte der CSF1R mittels Antikérper-Farbung

ausschlieBlich auf den interstitiellen GFP-negative Makrophagen nachgewiesen werden.

Auf Grund der Parabiose-Studien, den Ki67-Antikérperfarbungen und den
Expressionsanalysen zum M-CSF Rezeptor wurde die Hypothese aufgestellt, dass
CX3CR1" Lining-Makrophagen von einem Pool von eher undifferenzierten CSF1R-

exprimierenden interstitiellen Synovialmakrophagen abstammen.

Um diese Hypothese zu validieren, wurden CSF1R“*(R-Mause "'* mit R26-tdTomato-
Mausen verpaart. Die CSF1R“*(R-Mause exprimieren eine cre-Rekombinase unter
Kontrolle des Csf1r-Promotors. Diese cre-Rekombinase ist ausschlief3lich nach Bindung
von Tamoxifen in der Lage in den Zellkern zu translozieren und die STOP-Kassette im
tdTomato zu entfernen.

Auf diese Weise kdnnen selektiv genau die Zellen markiert werden, die zum Zeitpunkt der
Tamoxifen-Behandlung den CSF1R exprimieren. CSF1R“*cR:R26-tdTomato-Mause
wurden mit Tamoxifen-Futter behandelt und die Synovialmembranen der Kniegelenke
nach 5 Tagen, 4 Wochen und 6 Wochen nach Behandlungsbeginn mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert (Abbildung 9e).

An Tag 5 konnten nur wenige tdTomato® Lining-Makrophagen in der Synovialmembran
detektiert werden. Der Anteil der tdTomato® Zellen in der Makrophagenmembran der
Intima steigerte sich jedoch linear innerhalb von sechs Wochen auf Gber 60%.

Aus diesen Beobachtungen konnte gefolgert werden, dass die CXsCR1* Lining-
Makrophagen eine Halbwertzeit von ungefahr 30 Tagen besitzen.

Es konnte damit ebenfalls gezeigt werden, dass sich die CX3CR1" Lining-Makrophagen

von interstitiellen CSF1R-exprimierenden Vorlaufern ableiteten.
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In weiteren Parabiose-Experimenten bei denen DsRed“-M&use die Blutzirkulation mit
Wildtyp-Mausen teilten (DsRed"/Wildtyp-Parabiose), konnte bestatigt werden, dass die
synovialen Lining-Makrophagen im gesunden Zustand auch nach langer Zeit in Parabiose
(6 Wochen und 9 Wochen in Parabiose) unabhangig von der Hamatopoese des
Knochenmarks sind (Abbildung 10).

a

DsRedtd

Wildtyp

Wildtyp Parabiont o

Wildt p Parabiont

DsRed!9 Parabiont

DsRed, F4/80, DAPI DsRed, F4/80, DAPI

Abbildung 10 Synovialgewebe von DsRed"/Wildtyp-Parabiosen nach 6 und 9 Wochen

(a) Reprasentative Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM) von Synovialgewebe der Kniegelenke
von einem Wildtyp-Parabionten (DsRed/Wildtyp-Parabiose) 6 Wochen nach Generierung der Parabiose.
Bildausschnitte zeigen die Synovialmembran (oben) und das Knochenmark (unten). Gs: Gelenkspalt, K:
Knorpel, Km: Knochenmark. GroRRenbalken, 25um.

(b) Reprasentative BFM-Aufnahmen des Synovialgewebes der Kniegelenke von DsRed™9/Wildtyp-
Parabionten nach 9-wochiger Parabiose. Gs: Gelenkspalt, K: Knorpel, Km: Knochenmark, Sg,
Synovialgewebe. GroRenbalken, 25um.

Abbildung modifiziert tbernommen aus .

Um die Ontogenese der Makrophagen des Gelenkes in entziindetem Zustand zu
untersuchen, wurde den DsRed"/Wildtyp-Parabionten K/BxN Serum injiziert und die
zellularen Anteile der Partner-abgeleiteten Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert
(Abbildung 11).

Quantifiziert wurden Neutrophile Granulozyten und Monozyten oder Makrophagen im Blut
und im Synovialgewebe.

Der Quotient des Anteils der Partner-abgeleiteten Zellen im Blut zu den Partner-
abgeleiteten Zellen im Synovialgewebe ist ein Mal fir den Chimarismus und driickt aus,
inwieweit die jeweiligen Zellen aus dem Knochenmark hervorgehen (Abbildung 11d).

Wie zu erwarten war, entstammten alle Neutrophilen Granulozyten dem Knochenmark.
Die Anteile der Partner-abgeleiteten Neutrophile im Blut und im Gelenk sind annahernd

gleich und ergeben somit einen Chimerismus von 1.
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Abbildung 11 Quantifizierung des Chimarismus von Makrophagen in gesunden und entziindeten
Gelenken der DsRed"/Wildtyp-Parabiosen

Parabiosen aus DsRed¥-Mausen und Wildtyp-Mausen wurden generiert. Nach sechs Wochen in
Parabiose wurde zur Induktion der Arthritis K/BxN Serum transferiert. Analysiert wurden Blut und
synoviale Makrophagen aus Hinterpfoten in gesundem Zustand (Tag 0) und 5 Tage nach Induktion der
Arthritis.

(a) Gatingstrategie fiir synoviale Makrophagen. Makrophagen wurden als DAPI™9% (lebend), CD45,
CD11b*, Ly6G™ und F4/80* definiert. Die Expression von DsRed bestimmt den Ursprungsparabionten.
(b) Gatingstrategie fir Blutmonozyten. Blutmonozyten wurden als DAPI™%4% (lebend), CD45*, CD11b",
Ly6G™ und CD115* definiert. Die Expression von DsRed bestimmt den Ursprungsparabionten.

(c) Durchflusszytometrische Analyse des Blutes und des Synovialgewebes der Parabionten an Tag 0
und Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer. Dargestellt sind die jeweiligen prozentualen Anteile der Partner-
abgeleiteten Neutrophilen Granulozyten (PMN) im Blut und im Synovialgewebe sowie die Anteile der
Partner-abgeleiteten Monozyten und Makrophagen im Blut und Synovialgewebe zu den angegebenen
Zeitpunkten. Diese Daten wurden zur Bestimmung des Gewebe-Chimarismus herangezogen.
Neutrophile: Tag 0, fir Blut n = 6 und fur Synovialgewebe n = 6; Tag 5, fir Blut n = 8 und fur
Synovialgewebe n = 7; Monozyten/Makrophagen: Tag 0, fur Blut n = 6 und fur Synovialgewebe n = 5;
Tag 5, fur Blut n = 7 und fur Synovialgewebe n = 8. Mittelwert + Standardfehler .

(d) Gewebe-Chimarismus der CD45*CD11b*F4/80* synovialen Makrophagen und der
CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen Granulozyten (PMN) an Tag 0 und Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer.
Der Chimarismus wurde als Quotient der jeweiligen Anteile an Partner-abgeleiteten Zellen des Blutes
zum Anteil der Partner-abgeleiteten Zellen im Synovialgewebe berechnet. Tag 0: Makrophagen, n = 6;
Neutrophile; Tag 5: Makrophagen n = 7, Neutrophile, n = 7. Mittelwert + Standardfehler. P-Wert wurde
mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test ermittelt; *P = 0,004

(e) Absolute Anzahl der gesamten Makrophagen und der Blut-abgeleiteten Makrophagen in gesundem
Zustand (Tag 0: Totale Makrophagen: n = 6; Blut-abgeleitete Makrophagen n = 6) und 5 Tage nach
K/BxN Serumtransfer (Tag 5: Totale Makrophagen, n = 8; Blut-abgeleitete Makrophagen, n = 7).
Mittelwert + Standardfehler. P-Wert wurde mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test ermittelt; *P =
0,0261. Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Der Anteil der Partner-abgeleiteten synovialen Makrophagen war im Vergleich zu den
Blutmonozyten nur sehr gering (Abbildung 11c).

Bezlglich der synovialen Makrophagen errechnete sich fiir den gesunden Zustand ein
Chimerismus von ca. 0,2, welcher sich wahrend der Entztindung auf ca. 0,4 erhohte. Dies
bedeutet, dass es wahrend der Entzindung zur Infiltration von Makrophagen kommt,
welche sich von Blutmonozyten herleiten (Abbildung 11d).

Die Berechnungen der absoluten Zellzahlen aller Makrophagen im Gelenk sowie der
absoluten Anzahl der Blut-abgeleiteten Makrophagen zeigte, dass sich sowohl die
infiltrierenden Makrophagen als auch die residenten Makrophagen wahrend einer
Gelenksentziindung stark vermehrten (Abbildung 11e).

Diese Experimente bestatigten, dass sich im gesunden Zustand der Grofdteil der
residenten Makrophagen durch Selbsterneuerung unabhangig vom Blutmonozyten-Pool
erhalt. Die absolute Vermehrung der Makrophagen im entziindeten Gelenk ist sowohl

durch Infiltration als auch durch Proliferation residenter Makrophagen zu erklaren.

Die DsRed"/Wildtyp-Parabionten lieRen jedoch keine Unterscheidung zwischen CX;CR1*
Lining-Makrophagen und CX3CR1" interstitiellen Makrophagen zu.

Es konnte nicht festgestellt werden, ob beide residenten Gewebsmakrophagen wahrend
der Entziindung proliferierten oder nur eine der beiden Subpopulation. AuRerdem konnte
keine Aussage getroffen werden, ob CX3CR1" Lining-Makrophagen ihre Position in der

Intima beibehalten oder sogar in den Gelenkspalt migrieren.

Daher wurden Cx3cr1°°tR:R26-tdTomato-Mause generiert, die eine Unterscheidung
zwischen CX3CR1* Lining-Makrophagen und CX3CR1" interstitiellen Makrophagen sowie
infiltrierenden Makrophagen erlaubten.

Diese Mause zeichnen sich durch eine Tamoxifen-induzierbare und CX3sCR1-abhangige

%5 So koénnen alle Zellen, die zum Zeitpunkt der Tamoxifen-

cre-Rekombinase aus
Administration CX3CR1 exprimierten durch Induktion der tdTomato-Expression markiert
werden.

Zwei Tage nach dem Tamoxifen-Puls waren ca. 50% der Ly6C"" Monozyten, alle Ly6C'"™"
Monozyten sowie ca. 40% der synovialen Makrophagen tdTomato®. Nach vier weiteren
Wochen repopulierten die Monozyten und wiesen keine tdTomato Expression mehr auf.
In den synovialen Makrophagen hingegen konnte weiterhin tdTomato detektiert werden

(Abbildung 12a-d).
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Abbildung 12 Quantifizierung der tdTomato-Expression in Cx3cr1°°ER:tdTomato-Mausen

(a) Behandlungsschema der Cx3cr1°®ER:tdTomato-Mausen. Den Tieren wurde zweimal innerhalb von
48 Stunden Tamoxifen intraperitoneal injiziert. Zwei Tag und 4 Wochen nach dem Tamoxifen-Puls
wurden die Monozyten und Makrophagen bezuglich tdTomato Expression mittels Durchflusszytometrie
analysiert.

(b) Gating-Strategie fur Blutmonozyten. Monozyten sind CD45*, CD11b*, CD115* und Ly6G". tdTomato
wird nach erfolgreicher Rekombination exprimiert.

(c) Gating-Strategie fur Syovialmakrophagen. Synoviale Makrophagen sind CD45*, CD11b*, F4/80* und
Ly6G-. DAPI wurde fir den lebend/tot Ausschluss verwendet. tdTomato wird nach erfolgreicher
Rekombination exprimiert.

(d) Quantifizierung der tdTomato-positiven und -negativen Monozyten aus Blut und Makrophagen aus
dem Synovialgewebe 2 Tage und 4 Wochen nach dem Tamoxifen-Puls.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Die Cx3cr1°*tR:tdTomato-Mause und deren Behandlung mit einem Tamoxifen-Puls und
eine Karenz von vier Wochen ist somit ein geeignetes Modell zur Unterscheidung der

CX3CR1" Lining-Makrophagen und infiltrierenden oder interstitiellen Makrophagen.

Die Cx3cr1°*ER:tdTomato-Mause bekamen vier Wochen nach dem Tamoxifen-Puls K/BxN
Serum appliziert, um eine Gelenksentziindung zu induzieren (Abbildung 14).

In gesundem Zustand zeigte sich, dass die CX3CR1" Lining-Makrophagen tdTomato
exprimierten und ihre charakteristische Membranstruktur aufwiesen. Die interstitiellen
Makrophagen hingegen waren tdTomato negativ.

Sieben Tage nach dem K/BxN Serumtransfer zeigte sich erneut die Neuausrichtung der
CX3CR1" Lining-Makrophagen und die massive Infiltration von Neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen in den Gelenkspalt.

Die CX3CR1" Lining-Makrophagen blieben in der synovialen Intima lokalisiert. tdTomato®

Makrophagen konnten im Gelenkspalt nicht gefunden werden (Abbildung 14).
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Cx3cr1

Abbildung 13 Histologische Analyse der tdTomato-Expression in Cx3cr1°ER:tdTomato-Mausen
Cx3cr1°®ER:tdTomato-Mausen bekamen zwei Tamoxifen Injektionen intraperitoneal innerhalb von 48
Stunden. Vier Wochen spater wurde K/BxN Serum transferiert. Analysiert wurden Tag 0 und Tag 7 nach
K/BxN Serumtransfer mittels Bright-field-Fluorszenzmikroskopie (BFM) und konfokaler Laser-Scanning-
Fluoreszenzmikroskopie (CLSM). Makrophagen wurden mit anti-CD68 (griin) Antikdrper und
Neutrophile mit Anti-Ly6G (weil) Antikorper markiert. DAPI farbt Zellkerne. Gs: Gelenkspalt, Sg:
Synovialgewebe, K: Knorpel. GréRenbalken, 25um (BFM) und 10um (CLSM).

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Es ist bekannt, das systemisch verabreichtes Tamoxifen das Immunsystem beeinflussen
kann ''°. Um mdgliche systemische Effekte auszuschlieRen, wurde in einem weiteren
Experiment 4-Hydroxytamoxifen lokal in den Gelenkspalt der Kniegelenke von
Cx3cr1°°ER:tdTomato-Méusen gespritzt und finf Tage spater K/BxN Serum transferiert.
Dabei zeigte sich an Tag 0 die effektive Rekombination durch tdTomato-Expression vor
allem in CX3CR1"-Lining-Makrophagen, wobei die Blutmonozyten keine Rekombination
erfuhren. An Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer zeigte sich auch in diesem Experiment,
dass die CXzCR1" Lining-Makrophagen ihre Position beibehielten und sich zum
Gelenkspalt hin ausrichteten (Abbildung 14).

Die Cx3cr1°°tR:tdTomato-Méuse sind zudem gut geeignet um festzustellen, ob CX;CR1*
Lining-Makrophagen wahrend der Antikdrper-vermittelten Entziindung proliferieren und
sich die Anzahl wahrend einer Arthritis erhoht (Abbildung 15).

Auch hierbei wurden die CX3CR1" Lining-Makrophagen durch einen systemischen
Tamoxifen-Puls markiert. Vier Wochen spater wurde K/BxN Serum transferiert.

An Tag 0, Tag 2 und Tag 5 wurde den Tieren EdU intraperitoneal injiziert. EAU wird in
proliferierenden Zellen in die neu synthetisierte DNA eingebaut und kann mittels
Durchflusszytometrie detektiert werden.

Die Ermittlung der absoluten Zahlen der tdTomato® CX3CR1" Lining-Makrophagen und der
tdTomato™ infiltrierenden und interstitiellen Makrophagen ergab, dass sich die Anzahl der
CX3CR1" Lining-Makrophagen wahrend der Entziindung nicht veranderte. Die Anzahl der
tdTomato negativen Makrophagen nahm jedoch zu (Abbildung 15d).

a BN b Tag 0 c Tag7
Tamoxifen Serﬁm t Monozyten

—

» Q A

«QQ ,\’DQ ,ng

Monozyten

" tdTomato

tdTomato, CD68,

tdTomato, CD68,

Abbildung 14 Lokale 4-Hydroxytamoxifen-Injektion in Cx3cr1°ER:tdTomato-Mausen

(a) Behandlungsschema fiir die lokale 4-Hydroxytamoxifen Applikation in Kniegelenke von
Cx3cr1°ER:tdTomato-Mausen. Finf Tage vor K/BxN Serumtransfer wurde den Tieren 4-
Hydroxytamoxifen in das Kniegelenk injiziert. An Tag 0 (b) und Tag 7 (c) nach Induktion der
Arthritis erfolgte die histologische Analyse der Synovialgewebe mittels Bright-field-
Fluoreszenzmikroskopie. Die Expression von tdTomato in Blutmonozyten wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt und ist rechts neben dem entsprechenden Tag als Histogramm
dargestellt.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Durch EdU-Detektion konnte ermittelt werden, dass im Gegensatz zu den Lining-

Makrophagen vor allem die tdTomato negativen Makrophagen proliferierten und sich die

Proliferationskapazitat im Verlauf der Entziindung sogar erhéhte (Abbildung 15e).
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Abbildung 15 Proliferationskapazitdten von synovialen Makrophagen in der Gelenksentziindung
(a) Gating-Strategie zur Identifizierung von synovialen Makrophagen der Cx3cr1°¢ER:tdTomato-Mause,
die einen Tamoxifen-Puls vier Wochen vor Induktion der Arthritis erhielten. Makrophagen sind CD45*,
CD11b* und F4/80*. Die tdTomato-Expression unterscheidet Lining-Makrophagen und interstitielle oder
infiltrierende Makrophagen.

(b) Gating-Strategie zur Identifizierung von EdU positiven, proliferierenden synovialen Makrophagen der
Cx3cr1°ER:tdTomato-Mause. Finf Stunden vor Praparation der Tiere erhielten die Tiere EdU
intraperitoneal.

(c) Representative Durchflusszytomerie-Diagramme von Tag 0 und Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer
zeigen tdTomato-positive Lining-Makrophagen oder interstitielle und infiltrierende Makrophagen sowie
deren EdU-Positivitat bei Proliferation.

(d) Absolute Anzahl von tdTomato-positiven Lining-Makrophagen und interstitiellen oder infiltrierenden
tdTomato-negativen Makrophagen an Tag 0, Tag 2 und Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer.

(e) Absolute Anzahl von proliferierenden tdTomato-positiven Lining-Makrophagen und interstitiellen oder
infiltrierenden tdTomato-negativen Makrophagen an Tag 0, Tag 2 und Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer.
Die absoluten Zahlen der proliferierenden Zellen wurde aus der Anzahl der absoluten Zahlen aus (d)
und dem prozentualen Anteil der EdU-positiven Zellen errechnet.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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3.3 Expressionsprofile von mononuklaren Phagozyten im gesunden und
entziindeten Synovialgewebe

In den vorangegangenen Experimenten wurden bereits unterschiedliche Makrophagen-
Subtypen im gesunden und erkrankten Gelenk beschrieben. Auf Basis mikroanatomischer
und ontogenetischer Analysen konnte gezeigt werde, dass es mindestens zwei residente
Makrophagen-Populationen im Synovialgewebe gibt. Das Repertoire der Makrophagen-
Subtypen erweitert sich im Fall einer Entziindung durch Infiltration und Differenzierung von

Blutmonozyten, die aus dem Knochenmark stammen.

Um mehr Uber die funktionelle Rolle dieser einzelnen Makrophagen-Populationen zu
lernen, wurden die transkriptionellen Profile dieser Zellen durch RNA-Sequenzierungen
untersucht. Dazu wurde zum einen das Gesamt-Transkriptom von sortierten synovialen
Makrophagen aus gesunden Mausen analysiert. Zum anderen wurden Einzelzell-RNA-
Sequenzierungen von sortierten mononuklaren Phagozyten aus gesunden und erkrankten

Mausen durchgeflihrt.

3.3.1 Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung von synovialen Makrophagen-

Subpopulation

Fir die Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung wurden synoviale Makrophagen aus
gesunden Cx3cr19"-Mausen durch Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung isoliert.
Makrophagen wurden als CD45%, CD11b*, LY6G™ und F4/80" definiert. Final wurden
CX3CR1" und daher GFP* Lining-Makrophagen getrennt von den GFP" interstitiellen
Makrophagen isoliert.

Kultivierte Makrophagen aus dem Knochenmark (bone-marrow-derived macrophages,
BMDM) dienten als Kontrolle und entsprachen einem eher undifferenzierten
Makrophagen-Typ, welcher keine Stimulation durch Faktoren, die durch das synoviale
Gewebe bereit gestellt wurden, erfuhr.

Sequenziert wurde die gesamte RNA, welche aus den sortierten und kultivierten Zellen
gewonnen wurde. Hauptkomponentenanalysen zeigten, dass es sich bei den
Makrophagen-Subtypen des Synovialgewebes (Lining-Makrophagen vs. Interstitielle
Makrophagen) auch auf transkriptioneller Ebene um verschiedene Population handelte.
Sowohl die Lining-Makrophagen als auch interstitielle Makrophagen unterschieden sich
jedoch stark von in vitro differenzierten BMDMs (Abbildung 16).
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Abbildung 16 RNA-Sequenzierung von sortierten CX3CR1* Lining-Makrophagen, CX;CR1-
interstitiellen Makrophagen und Knochenmark-abgeleiteten kultivierten Makrophagen

(a) Gating-Strategie zum Sortieren der CD45*, CD11b*, Ly6G™ und F4/80*, CX3CR1* Lining-
Makrophagen (GFP*) sowie CX3CR1" interstitiellen Makrophagen (GFP").

(b) Hauptkomponentenanalyse von sortierten CD45*, CD11b*, Ly6G™ und F4/80*, CX3CR1* Lining-
Makrophagen (GFP*), CX3CR1- interstitiellen Makrophagen (GFP) und in vitro differenzierten
Makrophagen (BMDM).

(c) Differenzielle Genexpressionsanalyse zwischen Lining-Makrophagen und BMDMs sowie zwischen
Lining-Makrophagen und interstitiellen Makrophagen. Dargestellt sind die relativen Anderungen der
Expression und die korrespondierenden p-Werte. Im Vergleich Lining-Makrophagen vs. BMDMs sind
6189 Gene differenziell mit einem justierten p-Wert von p<0,05 differenziell exprimiert. Im Vergleich
Lining-Makrophagen vs. Interstitielle Makrophagen sind 1332 Gene mit einem justierten p-Wert von
p<0,05 differenziell exprimiert.

Die differenzielle Genexpression wurde mit DESeq2 analysiert. Der Wald-Test wurde genutzt, um einen
zweiseitigen T-Test zu berechnen. Die Justierung der p-Werte erfolgte mit der Benjamini-Hochberg
Methode.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .

Die beobachtete unterschiedliche Genexpression der verschiedenen Makrophagen-
Populationen betraf eine Vielzahl von Genen. Im Folgenden sollen einige Gene, die als
Marker dienen kénnen oder die funktionellen Eigenschaften der Zellen charakterisieren,
hervorgehoben werden (Abbildung 17).

Die Detektion der Transkripte von Ptprc (CD45), Itgam (CD11b), CD68 und Adgre (F4/80)
sowie die selektive Expression von Cx3cr1 bestétigte die Sortierstrategie und die
Identifikation der Zellen als Makrophagen.

Vangl2 und Fat3 sind Gene, die in Zusammenhang mit planarer Zellpolaritat beschrieben

16118 und entsprechen sowohl dem einschichtigen Wachstum der planaren

sind
Einzelzellkultur der BMDM als auch dem membranartigen Charakter der CX3CR1" Lining-
Makrophagen. CXsCR1" interstitielle Makrophagen exprimieren diese Gene hingegen

nicht.
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Hohe Expressionslevel fiur Sparc, Vsig4, ltgh5 und Trem2 sind charakteristisch flr
CXsCR1" Lining-Makrophagen. Sparc codiert fiir ein Matrix-Protein''®, Vsig4 besitzt
immunmodulatorische Funktionen in Makrophagen' und Trem2 wird auch in
Zusammenhang mit der Pathogenese von Alzheimer beschrieben'?'. AuRerdem sind in
den Lining-Makrophagen Gene wie Ax/ und Mfge8 differenziell exprimiert, welche fiir die
Aufnahme von apoptotischen Zellen wichtig sind 22123,

Die CX3CR1" interstitiellen Makrophagen zeichnen sich unter anderem durch hohe
Expression von CD163, Pf4 und Agp?1 aus. CD163 ist als Scavenger-Rezeptor
beschrieben '?*. Agp1 codiert fiir einen Wasserkanal, der die migratorische Funktion von
Makrophagen zu regulieren scheint '2°. Pf4 codiert fiir das Chemokin CXCL4 und ist an

der Ausldsung von Immunantworten beteiligt '?°.
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Abbildung 17 Analyse differentieller Genexpression von sortierten Lining-Makrophagen,
interstitiellen Makrophagen und BMDM

Hierarchische Gruppierung der log2 counts (a) und der z-Scores (b) ausgewahlter Transkripte
von sortierten GFP* Lining-Makrophagen, GFP negativen interstitiellen Makrophagen aus der
CX3CR19P-Maus und BMDM einer Wildtyp-Maus.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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In frheren Studien konnte gezeigt werden, dass Fc-Rezeptoren fur das Antikdrper-

vermittelte ~ K/BxN-Serumtransfer Modell von groRer Bedeutung sind ',

Interessanterweise ist der inhibitorische FcyRIlb (Fcgr2b) sowohl in CX3CR1* Lining-
Makrophagen als auch in CX3CR1" interstitiellen Makrophagen exprimiert.

Der inflammatorische FcyRIV (Fcgr4) ist generell auf einem recht geringen Level
exprimiert. Im Vergleich zu den interstitiellen Makrophagen wiesen die CXsCR1* Lining-
Makrophagen jedoch mehr RNA fiir den FcyRIV auf.

Bemerkenswert ist auch die Expression von KIf2 und Kif4 in den Gewebsmakrophagen im
Vergleich zu den BMDMs. Beide Gene sind unter anderem an der transkriptionellen

Regulation von Genen beteiligt, die bei der Polarisation von Makrophagen und der

Beseitigung von apoptotischen Zellen eine Rolle spielen'?129,

Besonders interessant war auch die Detektion von Transkripten fur Proteine die am
Aufbau von Tight Junctions beteiligt sind (Abbildung 18).

Abbildung 18 Differenzielle
Genexpressionsanalyse von Tight
Junction-assoziierten Genen

Die Expression von Tight Junction-
assoziierten Genen sortierter GFP*
synovialer Lining-Makrophagen der Cx3cr19®
-Maus wurde mit BMDMs verglichen.
Dargestellt ist die differenzielle
Genexpression als mittlere relative Anderung
der log2 counts der Lining-Makrophagen im
Vergleich zu den BMDMs. Die Analyse wurde
mit DeSeq2 durchgefiihrt. Der Wald-Test
wurde genutzt, um die 2-seitigen p-Werte zu
ermitteln. Die Benjamini-Hochberg Methode
wurde fir die Justierung der p-Werte flr
multiple Vergleiche angewendet. *p < 0,05.
Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Tight Junction Protein 1 (Tjp 1), Claudin-5 (Cldn5) sowie weitere Tight Junction-assoziierte
Gene waren signifikant héher exprimiert als in BMDMs.

Auch Marveld?2 sollte hierbei erwahnt werden, welches fur Tricellulin codiert. Tricellulin ist
ein Tight-Junction-Protein, welches sich an der Kontaktstelle von drei benachbarten Zellen

befindet 3°.

Tight Junctions sind vor allem daflr bekannt in Epithel und Endothel vorzukommen. Um
auszuschlieBen, dass die Transkripte flr Tight Junction-assoziierte Gene durch
Kontaminationen mit Epithelzellen oder Endothelzellen zu Stande kamen, wurde die
Gating-Strategie zum Sortieren synovialer Makrophagen durch einen ,Dump“Kanal
erweitert (Abbildung 19a). Dieser ,Dump“Kanal beinhaltete Antikbrper gegen den
Endothel-Marker CD31 und den Epithelmarker E-Cadherin und wurde als
Ausschlusskriterium beim Sortieren der Makrophagen genutzt. Die RNA der sortierten
synovialen Makrophagen wurde aufgereinigt und Transkripte fur Tight Junction-Proteine
mittels quantitativer RT-PCR quantifiziert. Auch hier konnten Transkripte von Tjp1, Cldn5
und Cldn10 detektiert werden (Abbildung 19b).
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Abbildung 19 Bestatigende quantitative Analyse der Expression von Tjp1, Claudin-5 und
Claudin-10

Synoviale GFP* Lining-Makrophagen wurden aus den Hinterpfoten von Cx3cr19%-Mausen sortiert.
Die Gating-Strategie beinhaltete einen ,Dump“Kanal aus anti-CD31 und anti-E-Cadherin zum
Ausschluss von endothelialen und epithelialen Kontaminationen. Makrophagen wurden nach
Exklusion des Dump-Kanals als CD45*, CD11b* und F4/80* definiert. Knochenmarksmakrophagen
wurden 5 Tage in MCSF-konditioniertem Medium kultiviert. Es wurde der relative mRNA-Gehalt von
Tjp1, Claudin 5 und Claudin 10 mittels gRT-PCR ermittelt.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .

52



Ergebnisse

3.3.2 Einzelzell-RNA-Sequenzierung von mononukledren Phagozyten aus
gesundem Synovialgewebe

Die transkriptionelle Heterogenitat der synovialen Makrophagen auf Einzelzell-Ebene
sollte durch Einzelzell-RNA-Sequenzierung detaillierter analysiert werden. So sollten
weitere Subpopulation identifiziert werden, sowie mdgliche Differenzierungswege der
Zellen aufgeklart werden.

Dazu bekamen Cx3cr1°*ER:tdTomato-Mause vier Wochen vor der Préparation fiir die
Einzellzel-RNA-Sequenzierung einen Tamoxifen-Puls, um die tdTomato-exprimierenden
Zellen in den Genexpressionsanalysen identifizieren zu kénnen.

CD45*, CD11b*, Ly6G mononuklare Zellen wurden mittels Fluoreszenz-aktivierter
Zellsortierung isoliert und die einzelnen Zellen anschlieRend sequenziert.
Cluster-Analysen basierend auf differenziell exprimierten Genen konnten sechs
unterschiedliche Zell-Cluster voneinander abgrenzen (Abbildung 20a).

Mit Hilfe der Expression von tdTomato und Cx3cr1, Trem2, Sparc und Vsig4 konnten die
CX3CR1" Lining-Makrophagen als eigenstandige Population identifiziert und bestatigt
werden. Die interstitiellen Makrophagen waren sehr heterogen und setzten sich aus drei
Cluster zusammen, die sich durch die Expression von MHCII-Genen, Agp7 und Retnla
unterschieden. Zusatzlich befanden sich Acp5-exprimierende Osteoklastenvorlaufer in
den sortierten Zellen (Abbildung 20a).

Eine Population von STMN1" proliferierenden Zellen grenzte sich klar von den anderen
Populationen ab. Die proliferative Aktivitdt des STMN1* Clusters konnte durch Gen-
Ontologie-Analysen der Marker-Gene des Clusters bekraftigt werden (Abbildung 20b).
Dabei waren Gene fir biologische Prozesse wie Zentrosom-Regulation, mitotischem
Zellzyklus, Chromatin-Remodeling und Spindelorganisation angereichert.

Da sich die proliferierenden Zellen vor allem durch Expression von Genen, die mit der
Zellteilung assoziiert sind, separierten, wurden diese Gene aus den Berechnungen zur
Clusterbildung ausgenommen. Dabei verschwand der Proliferations-Cluster (Abbildung
20a).

Die Ubrigen funf Cluster blieben erhalten. Die proliferierenden Zellen verteilten sich vor
allem in den Clustern der interstitiellen MHCII" oder AQP1* Zellcluster. In den Clustern der
CX3CR1" Lining-Makrophagen und der RELMa* interstitiellen Makrophagen konnten

kaum proliferierenden Zellen ausgemacht werden (Abbildung 20a).
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Abbildung 20 Analyse der Einzelzell-RNA-Sequenzierung mononuklarer Phagozyten des
gesunden Synovialgewebes

(a) Cx3cr1°eER:tdTomato-Mause erhielten einen Tamoxifen-Puls vier Wochen vor dem Sortieren
synovialer CD45*, CD11b*, Ly6G- Phagozyten. Es erfolgte die Einzelzell-RNA-Sequenzierung der
Zellen. Die Zellen wurden anhand differenziell exprimierter Gene unterschiedlicher Cluster zugeordnet
und mittels {-distributed stochastic neighbour embedding (-SNE) dargestellt. Die Identifizierung der
Zellen erfolgte auf Grundlage der charakteristischen Marker-Gene (siehe Tabelle 1). Nach Regression
der Zellzyklus-assoziierten Gene verteilten sich die proliferierenden Zellen des STMN1* Clusters vor
allem auf die Cluster der MHCII* und Agp1* Makrophagen.

(b) Anreicherungsanalysen der Gen-Ontologie biologischer Prozesse der Marker-Gene des
proliferierenden STMN1* Clusters aus (a). Die Top 51 Markergene des Clusters wurden fir den
PANTHER Uberreprésentations-Test genutzt und mit einer Referenzliste verglichen, wobei der Fisher’s
exact-Test mit Falscherkennungsraten-Korrektur angewendet wurde.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Tabelle 1 Markergene der Cluster der Einzelzell-RNA-Sequenzierung

. i + + . e
von sortierten synovialen CD45'CD11b’Ly6G" mononuklearen
Phagozyten aus dem gesunden Gelenk.
Tabelle modifiziert ibernommen aus .
gene avg logFC p val adj cluster gene p val avg logFC p val adj cluster
Aap1 0.6736365 1.60E-122 0 Stmn1 (0] 1,9883782 0 4
| Fxyd2 0.5703077 7.08E-113 0 Ube2c 0 1.5257583 0 4
Tppp3 0.531636 4.87E-72 0 Bircb 0 .5035044 0 4
Cd9 0,3820029 4 11E-64 0 Tubb5 1,91E-90 1612494 1.47E-86 4
Lyve1l 0,3407805. 3,63E-29 0 Hmgb2 4,02E-84 3042904 3,09E-80 4
Anxa1l 6.94E-33 0.3828428 5.34E-29 0 Tubalb 1.19E-51 0.9465081 9.16E-48 4
Cyb5r3 3.85E-18 0,3480845 2 96E-14 0 Tubb4b 9.46E-51 0,9793549 7.28E-47 4
Ifi2712a 7.85E-18 0.3258748 6.04E-14 0 Ptma 2.27E-41 0.6109267 1.75E-37 4
H2-Ab1 0 1,3123438 0 1 H2afz 8.42E-41 0,7556469 6.48E-37 4
H2-Eb1 0 1,2994284 0 1 Vim 6,50E-20 0,3351131 5,00E-16 4
H2-Aa 0 1,2754512 0 1 Tubailc 8.21E-20 0.686901 6.32E-16 4
Cd74 0 1,2564388 0 1 S100a10 1,68E-19 0,3718145 1,29E-15 4
H2-DMa 6.07E- 1,0761156 4 67E-174 1 Ran 2.19E-19 0,6049653 1.69E-15 4
Cd52 3.26E- 0.8869993 2.51E-124 1 Tmsb10 3.32E-19 0.7790258 2.56E-15 4
Mal2 1,18E- 0,8693339 9.09E-100 1 Hmgb1 1,70E-18 0,5692362 1,31E-14 4
S100a11 1,79E-32 0,4324623 1,38E-28 1 Rbm3 0,4156219 2,09E-11 4
Gm2a 9.77E-23 0,3715456 7.52E-19 1 Jpt1 0,5551576 4 81E-11 4
Lsp1 2.60E-17 0,3379984 2 00E-13 1 Txn1 0,3903175 7.50E-10 4
Corola 1.50E-16 0.3294116 1.16E-12 1 S100a11 0.4070792 9.24E-10 4
Pim1 346E-15 0,2763688 2.67E-11 1 Arl6ip1 0.5886488 5.02E-09 4
Retnla 6.93E-12 0,2607837 5.33E-08 1 Pkm 0,4473849 4.28E-08 4
Clec4a2 2.98E-11 0,2630623 2 30E-07 1 Tagln2 0.4175422 7,23E-08 4
Ccl8 8.91E- 1,1374496 6.86E-138 2 Lgals1 0,2828733 1.06E-05 4
Ccl2 1.54E- 0,9616653 1,19E-124 2 Anxa2 0,2961342 1,28E-05 4
Ccl7. 9.39E- 1,1044551 7.22E-113 2 Nme1 0,3816342 6.69E-05 4
Cxcl2 3.55E-97 0.9394747 2.73E-93 2 | Gapdh 0.2811553 7.09E-05 4
Dusp1 2.99E-79 0,6288709 2.30E-75 2 Anxa1l 1,04E-08 0,32088 8.01E-05 4
Zfp36 1.63E-78 0.7146728 1,26E-74 2 Ranbp1 1.88E-08 0.,4794453 0.0001444 4
Junb 9.58E-70 0,5732462 7.37E-66 2 Lgals3 3,11E-08 0,3503709 0,0002393 4
Pf4 2.63E-68 0,3012539 2 03E-64 2 Slc25a5 9.81E-08 0,2985713 0.0007546 4
Fos 2.19E-64 0,5065967 1,.69E-60 2 Hnrnpa3 3.08E-07. 0,3332675 0.0023683 4
Atf3 5.18E-61 0.6610085. 3.99E-57 2 Snrpe 9.18E-07 0,3444897 0.0070639 4
Mt1 6.69E-59 0.,4704272 5,15E-55 2 Cbx3 3.78E-06 0,3421318 0,0290823 4
ler3 1.99E-54 0.6134144 1,53E-50 2 Cd74 3.93E-06 0,2600467. 0.0301999 4
Ccl4. 2 98E-45 0,7144859 2,30E-41 2 Ncl 4.62E-06 0,3497589 0.0355218 4
Nfkbia 2. 77E-42 0,5056772 2,13E-38 2 Snrpg 5,04E-06 0,3364192 0.0387422 4
Retnla 1,94E-40 0,5362326 1,49E-36 2 Acp5 0 3.319558 0 5
Ccl24 9.89E-40 0.553219 7 61E-36 2 Ctsk 0 3.2098538 0 5
Marcksl|1 7.71E-37 0,5512683 593E-33 2 Mmp9 0 29319411 0 5
Cxcl13 1,42E-36 0,7281834 1,09E-32 2 Atp6v0d2 0 1,6317394 0 5
Jun 1.75E-35 0.4773535 1,35E-31 2 Atp6viagl 1,03E-32 0.714602 7.90E-29 5
Ccl3 6.7 4 0,5196627 5.18E-30 2 Atp6v1b2 3.61E-32 0,8484075 2,78E-28 5
Mt2 7.36E-27 0,4592874 5.66E-23 2 S100a4 2 88E-24 0,3580755, 2,22E-20 5
KIfé 6.45E-26 0.361174 4.96E-22 2 Rplp0 2.24E-21 0.3789065 1.72E-17 5
Pim1 1,63E-22 0,4248209 1,25E-18 2 Atp6vOe 1,59E-19 05791218 1,22E-15 5
Cclé 2 15E-22 0.289203 .65E-18 2 Clec12a 2. 15E-19 0.6797228 1.65E-15 5
Ifitm3 5,86E-21 0,3947271 4 51E-17 2 Atp5b 5,04E-19 0,5895514 3.88E-15 5
Cd83 1,69E-20 0,4418688 30E-16 2 Atp6ap2 4 55E-18 06521125 3,50E-14 5
Bta2 1,49E-17 0,3903928 1,14E-13 2 Txn1 573E-18 0,5953859 4.41E-14 5
Klf4 3.33E-17 0.3584172 2.56E-13 2 Aldoa 2.06E-16 0.5445913 1.59E-12 5
Hspala 5.42E-16 0.3506177 417E-12 2 Vim 7.63E-16 0,3266097 5.87E-12 5
Ubc 2.87E-14 0,2802804 2.21E-10 2 Cstb 391E-14 0,4908419 3.,01E-10 5
ler2 3.30E-13 0,3135671 2 54E-09 2 Mdh2 4 74E-13 0,5192962 3,64E-09 5
Mrc1 8.83E-13 0.2681005 6.79E-09 2 Atp5a3 2.82E-12 0.548405 2.17E-08 5
Mcl1 7.76E-11 0,2839753 597E-07 2 Sh3barl3 3,88E-12 0,2901452 2,98E-08 5
Maf 6.37E-10 0.2606169 4 90E-06 2 Mrpl52 4 78E-12 0.4990309 3.67E-08 5
Vsig4 4 40E- 0,8613897 3,.39E-197 3 Atp6vOb 1,01E-11 04278917 7.75E-08 5
Sparc 2.19E- 0,9223244 1,69E-174 3 Ugcr10 2 98E-11 0,4624327 2,29E-07 5
Ctsd 6.78E- 0.7790815 5.22E-163 3 Rps8 4 25E-11 0.2593157 3.27E-07 5
Lyz2 3.16E- 0,3679368 2.43E-138 3 Rps19 1,35E-10 0,2506816 1,04E-06 5
Sran 5.64E- 0,6431507 4.34E-129 3 Ndufb5 1,62E-10 04361181 1,25E-06 5
S100b 6.10E- 0.9235882 4.69E-110 3 Slc25a3 1.73E-10 0.3565163 1.33E-06 5
Fn1 1,48E- 0,7875353 1,14E-100 3 Ugcrfs1 1,81E-10 0,4944496 1,40E-06 5
TdTomato 3.36E- 0,6282756 2,58E-97 3 Coxba 3,70E-10 0,3842793 2,85E-06 5
Apoe 1,59E-82 0,4970414 1,22E-78 3 Rps13 3,78E-10 0,2747031 2.91E-06 5
Wifdc17 1,85E-61 0,3771949 1,43E-57 3 Atp5c1 6,70E-10 0,4545524 5.16E-06 5
Hexb 4.49E-53 0.5332315 3.45E-49 3 Rps16 1.14E-09 0.2777837 8.74E-06 5
Nupr1 1.52E-48 0.5209451 1,17E-44 3 Cox6b1 1,18E-09 0.3151552 9.10E-06 5
Grn 1.41E-39 0,3273935 1,08E-35 3 Mdh1 2. 11E-09 0,4637367 1,62E-05 5
Ltcds 9.7 0. 0,4091973 7.49E-26 3 Ccl9 2.52E-09 0,3447143 1,94E-05 5
Trem2 6.08E-26 0,3027722 4 68E-22 3 Slc25a4 2 27E-08 0,3759794 0,0001746 5
Syngr1 7.69E-25 0,4302726 591E-21 3 Cycs 1,09E-07 0.4182443 0.0008364 5
Cdé8 8.63E-20 0,2854543 6.64E-16 3 Atp5a1 1,37E-07 0,4350791 0.0010554, 5
Folr2 3.43E-19 0.2723361 2.64E-15 3 Ndufab1 1.49E-07 0.3768366 0.0011467 5
Tmem37. 1,45E-18 0,3606988 1,12E-14 3 Gpr137b 2 55E-07 0,3731087 0.0019642 5
Camk1 4 37E-18 0,3407961 3.36E-14 3 AtpSo 2 65E-07 0,3711643 0,0020417. 5
Pltp E-16 0,2589247 8.54E-13 3 Rps7 3.84E-07 0.270865 0,002953 5
Timp2 6 0,2881948 4.25E-12 3 Ndufv2 4 61E-07 0,3838279 0.0035454, 5
Nfkbia 3.28E-15 0,2785373 2 52E-11 3 Arf1 591E-07 0,3578269 0,0045439 5
Cd83 1.55E-12 0.2532039 1.19E-08 3 Rpl36al 6.23E-07 0.346795 0.0047959 5
Ccl3 1,05E-11 0,3282611 8,04E-08 3 Slc25a5 8.31E-07 0,3103557 0,0063954 5
Cbr2 2,40E-10 0,2831758 1,85E-06 3 Npm1 9.10E-07 0,3250698 0,0070003 5
Man2b1 3.07E-10 0,2506817 2 36E-06 3 Rpl10a 1,29E-06 0,2620756 0.0099586 5
Ndufb8 2 06E-06 0,3234848 0,0158748 5
Ugcrb 5,78E-06 0,285285 0,0444756 5
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3.3.3 Transkriptom-basierte Rekonstruktion der Entwicklungsbahn residenter
Synovialmakrophagen

Um zu untersuchen, ob sich die CXsCR1" Lining-Makrophagen und RELMa" interstitiellen
Makrophagen von den MHCII* und Agp1® Makrophagen ableiten, wurden Pseudotime-
Analysen durchgefuhrt.

Dabei wird auf Basis von differenziell exprimierten Genen der einzelnen Cluster eine
Entwicklungsbahn erlernt. Diese Entwicklungsbahn besitzt einen Anfang und kann sich im
Verlauf  aufspalten. Aufspaltungen entsprechen dabei unterschiedlichen
Differenzierungswegen, die eine Zelle durchlaufen kann.

Die Pseudotime ist eine abstrakte Einheit und entspricht der Distanz zwischen einer Zelle
und dem Beginn der erlernten Entwicklungsbahn. Zu diesem Zweck wurden die
analysierten Zellen zunachst wieder in Cluster gruppiert und Veranderungen der
Genexpression im Verlauf des Differenzierungsprozesses als Funktion der Pseudotime
berechnet.

Es ergaben sich zwei kleine Cluster aus CX3CR1" Lining-Makrophagen und RELMa*
interstitiellen Makrophagen sowie ein groRer Cluster, der sich durch die Expression von
MHCII Genen und Aqgp71 auszeichnete. Diese Gruppierung wurde verwendet, um die
Entwicklungsbahn zu berechnen (Abbildung 21).

Der MHCII* Cluster stellt den Anfang der Entwicklungsbahn dar, spaltet sich auf und endet
entweder als Cluster der CXsCR1" Lining-Makrophagen oder RELMa.* Cluster .
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Abbildung 21 Entwicklungsbahn synovialer Gewebsmakrophagen

Synoviale CD45*, CD11b*, Ly6G~ Zellen wurden aus gesunden Gelenken sortiert und Einzelzell-
RNA-Sequenzierung unterzogen. Zur Analyse der Differenzierung der residenten Makrophagen und
der Generierung der Entwicklungsbahn wurde der Cluster der Osteoklasten-Vorlaufer exkludiert und
die Zellen im t-SNE-Diagramm dargestellt. Clusteranalysen zu Marker-Genen definierten vier
unterschiedliche Zellpopulationen. Anhand der Marker der Cluster wurde eine Entwicklungsbahn
(mittig und rechts) erlernt, welche ihren Ursprung bei den MHCII* interstitiellen Makrophagen hat.
Uber den Cluster der AQP1* interstitiellen Makrophagen finden die Makrophagen im Cluster der
RELMa* interstitiellen Makrophagen oder im Cluster der CX3CR1* Lining-Makrophagen ihren
Endpunkt der Differenzierung.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Die Darstellung der differenziell exprimierten Gene als Funktion der Pseudotime zeigt,
dass veranderte Expressionsmuster der Zellen im Differenzierungsverlauf (Abbildung 22).
Der Beginn der Entwicklungsbahn ist durch die Expression von Proliferation-assoziierten
Genen wie Cdk1, Mki67 und Stmn1 gekennzeichnet und bestatigt den errechneten
Startpunkt fir den Differenzierungsprozess (Abbildung 21 und Abbildung 22).

Die Zellen dieses ,jungen® Stadiums zeichnen sich zudem durch eine geringe Expression
des Makrophagenmarkers CD68 und die Expression von MHCII Genen aus.

Maf und Mafb sind Gene, die bei proliferierenden Makrophagen kaum und bei

Differenzierung vermehrt exprimiert werden °'%'

. Die geringe Expression von Maf und
Mafb am Anfang und der Anstieg im Verlauf der Pseudotime validiert die erlernte

Entwicklungsbahn zunehmend.
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Abbildung 22 Differenzielle Genexpressionsanalyse als Funktion der Pseudotime

(a) Hierarchische Gruppierung differenziell exprimierter Gene unter Beriicksichtigung der Aufspaltung
der Entwicklungsbahn. Die Genexpression ist als Funktion der Pseudotime dargestellt, wobei der ,Pre-
branch-Bereich Ursprung des gemeinsamen Differenzierungsweges darstellt. Da sich die
Entwicklungsbahn aufspaltet ist die Genexpression fir die CX3CR1* Lining-Makrophagen (rot) rechts
und fur die RELMa* interstitiellen Makrophagen (dunkelblau) links des ,Pre-branch® Bereiches
abgebildet.

(b) Veranderung der Genexpression ausgewahlter Marker-Gene als Funktion der Pseudotime. Die
Linien entsprechen der mittleren Genexpression der Zellen, wobei gestrichelte Linien die Differenzierung
zu Lining-Makrophagen und durchgezogene Linien die Differenzierung zu RELMa* interstitiellen
Makrophagen abbilden.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Die Expression von tdTomato, Cx3cr1, Trem2 und Vsig4 nimmtim Verlauf der Pseudotime
zu, wird jedoch nach Aufspaltung der Entwicklungsbahn vor allem im CX3CR1" Lining-
Cluster exprimiert. Der Endpunkt des RELMa* Clusters zeichnet sich durch die Expression
von Retnla, CD163 und Mrc1 aus.

Die erlernte Entwicklungsbahn der synovialen Makrophagen ist ein errechnetes Modell,
das weitere Validierungen erforderte. So musste bestatigt werden, dass die Lining-
Makrophagen und die RELMa" interstitiellen Makrophagen tatsachlich Endpunkte eines
Differenzierungsprozesses sind, welcher in proliferierenden MHCII* Zellen ihren Ursprung

hatten.

3.3.4 Evaluierung der Entwicklungsbahn residenter Makrophagen-Subtypen

Im vorangegangenen Experiment mit Csf1r"*tR:tdTomato-Mausen, welche Tamoxifen-
Futter fur 5 Tage, 4 Wochen und 6 Wochen bekamen, konnte gezeigt werden, dass der
Anteil der tdTomato positiven Zellen mit der Zeit linear zunahm (Abbildung 9). Die gleichen
Proben wurden nun genutzt, um die tdTomato Expression in den RELMo.* Makrophagen
zu untersuchen.

Geht man auf Grund der erlernten Entwickungsbahn davon aus, dass die CX3CR1" Lining-
Makrophagen und die interstitiellen RELMa* Makrophagen-Subpopulation als Endpunkte
eines Differenzierungsprozesses ausgehend von den MHCII® Vorlauferzellen zu
verstehen sind, so sollte der Anteil tdTmato* Zellen mit der Zeit zunehmen.

In der Tat war nach 5 Tagen nur ein geringer Anteil der RELMa." Zellen auch tdTomato
positiv. Dieser Anteil nahm im Verlauf der Tamoxifen-Behandlung zu. Die Halfte der
RELMa* Makrophagen exprimierte nach 4 Wochen tdTomato. Ein anderes Muster der
tdTomato Expression ergab sich bei den MHCII® Makrophagen. Hier waren alle Zellen

schon nach 5 Tagen tdTomato positiv.
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Abbildung 23 Longitudinale tdTomato-Expression in Lining-Makrophagen und RELMa*
interstitielle Makrophagen der Csf1rereER:tdTomato-Mause

(a) Reprasentative Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM) von  Synovialgewebe der
Csf1reeER: tdTomato-Mause 5 Tage, 4 Wochen und 6 Wochen nach Behandlungsbeginn mit Tamoxifen-
Futter. Erfolgreiche csf1r-Promotor abhangige Rekombination stellt sich durch tdTomato-Expression
(rot) dar. RELMa* interstitielle Makrophagen (RELMa, weill; oben) und MHCII* interstitielle
Makrophagen (MHCII, weiR, unten) exprimieren CD68 (griin). K: Knorpel, Gs: Gelenkspalt, Sg:
Synovialgewebe. GréRRenbalken, 50um.

(b) und (c) Quantifizierung der Anteile tdTomato* Zellen innerhalb der Lining-Makrophagen und der
beiden interstitiellen Populationen der MHCII+ und RELMa* Makrophagen. Die Quantifizierung erfolgte
anhand der BFM Aufnahmen aus (a), n = 3 Mause pro Gruppe, Mittelwert + Standardfehler.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Cx3cr1°®ER:tdTomato-Mause, welche 4
Wochen zuvor einen Tamoxifen-Puls
erhielten, legen nahe, dass die CX;CR1*
Lining-Makrophagen nicht zu RELMa*
Makrophagen differenzieren kénnen, da
kein tdTomato in interstitiellen
Makrophagen dieser Tiere detektiert
werden konnten (Abbildung 13).

Ob RELMa* Makrophagen zu CX3sCR1*
Lining-Makrophagen differenzieren
kénnen, wurde mit Hilfe der
Retnla®*:tdTomato-Maus geklart. Diese
Maus rekombiniert in allen Zellen die

13

Retnla exprimieren 2. Somit sind alle

Zellen die jemals Retnla exprimierten RetnlaC®:R26.1dTomato,CD68, DAP!

tdTomato positiv.

Histologische Analysen der Synovial- Abbildung 24 Synvoailgewebe der
Retnla®®:tdTomato Maus
Representative Bright-field-Fluoreszenz-
dass nur wenige Zellen der Lining- mikroskopie  von  Synovialgewebe  der
Kniegelenke der Retnla®®:tdTomato Maus
Makrophagen tats&chlich tdTomato™ sind. zeigt tdTomato (rot) Expression in synovialen
Makrophagen (CDe68, grin). Sg:
Synovialgewebe, Km: Knochenmark, Gs:
nicht induzierbare) cre-Rekombinase  Gelenkspalt. GroRenbalken, 250um (oben)
und 25um (unten).
Abbildung modifiziert ibernommen aus .

membran dieser Tiere konnten zeigen,

Da es sich um eine konstitutiv aktive (und

handelt und es sich um adulte Mause
handelte, kann davon ausgegangen
werden, dass RELMa® interstitielle
Makrophagen nicht generell zu Lining-Makrophagen differenzieren.
Depletionsexperimente mit LysM“®:CD115DTR-Mause'® sollten klaren, ob die Csf1r
exprimierenden MHCII* Makrophagen die Vorlaufer der Lining-Makrophagen und der
RELMa" interstitiellen Makrophagen sind. LysM®®:CD115DTR-Mause exprimieren die cre-
Rekombinase unter Kontrolle eines LysM-Promotors. LysM wird in Makrophagen und
Neutrophilen Granulozyten exprimiert '3,

Zusatzlich sind diese Mause transgen flur einen Diphtherie-Toxin Rezeptor (DTR), der
unter Kontrolle des Csfir-Promotors steht und eine STOP-Kassette besitzt. Die
Expression der cre-Rekombinase ermdglicht das Entfernen der STOP-Kassette im
Promotor des DTR. Nur wenn eine Zelle auch Csf1r exprimiert, kann auch der DTR

exprimiert werden. Den Tieren wurde dreimal pro Woche Diphtherietoxin bis zum Tag 10
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injiziert. Analysiert wurden Synovialmembranen der Tiere an den Tagen 0, 12 und 23
(Abbildung 25a).

Hierbei zeigte sich, dass nach 12 Tagen fast alle MHCII* Makrophagen aber nur 50% der
Lining-Makrophagen depletiert waren (Abbildung 25b,c). Am Tag 23, also 13 Tage nach
Beendigung der Diptherietoxin-Behandlung, gab es nur noch 25% der urspriinglichen
Lining-Makrophagen. Die Anzahl der MHCII* Makrophagen stieg jedoch wieder auf ca.
70% der urspriinglichen Population an. Dieses Experiment zeigt, dass die Population der
Lining-Makrophagen von MHCII* Makrophagen aufgefiillt wird. Depletiert man die MHCII*

Csf1r-exprimierenden Makrophagen fehlt der Nachschub fiir die Lining-Makrophagen.
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Abbildung 25 Depletion synovialer Makrophagenvorlaufer in LysMc©:CD115DTR-Mausen

(a) Behandlungsstrategie zur Depletion LysM und CSF1R-exprimierender Zellen in LysM°®:CD115DTR-
Mé&usen. Diphtherietoxin wurde 3 mal wdchentlich intraperitoneal injiziert. Die Diphtherietoxin-
Behandlung erfolgte bis zum Tag 10 nach Beginn. Synovialgewebe der Kniegelenke der Tiere wurde an
den Tagen 0, 12 und 23 analysiert.

(b) Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie von Synovialgewebe an Tag 0, 12 und 23. Makrophagen wurden
durch Anti-CD68 Antikdrper markiert. Anti-MHCII Antikoérper identifizieren die MHCII* interstitiellen
Makrophagen (weil3). Gs: Gelenkspalt, K: Knorpel, Sg: Synovialgewebe. GréfRenbalken, 50um

(c) Quantifizierung der prozentualen Anteile von Lining-Makrophagen und MHCII* interstitiellen
Makrophagen nach Diptheritoxin-Behandlung normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle an Tag 0. n =
3 technische Replikate, Mittelwert + Standardfehler.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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3.3.5 Transkriptionsprofile mononukleédrer Phagozyten wahrend der

Gelenksentziindung

Um festzustellen, wie sich die Zusammensetzung der verschiedenen Makrophagen-
Subtypen und deren transkriptionelle Profile im entziindeten Gelenk verandern, wurden
Einzelzell-RNA-Sequenzierungen von mononukledren Phagozyten unterschiedlicher
Zeitpunkte nach Induktion der Gelenksentziindung durchgefuhrt.

Dazu bekamen Cx3cr1°°tR:tdTomato-Méause einen Tamoxifen-Puls. Nach vier Wochen
wurde durch K/BxN Serumtransfer die Gelenksentziindung induziert. An den Tagen 1, 2
und 5 nach Serumtransfer wurden CD45*, CD11b"*, Ly6G™ mononukledre Phagozyten
sortiert und einer Einzelzell-RNA-Sequenzierung unterzogen. An allen Tagen fanden sich
die bereits im gesunden Zustand beschriebenen gewebsresidenten Makrophagen wieder
(Abbildung 26, Abbildung 27, Abbildung 28).

Trotz der zunehmend inflammatorischen Umgebung zeichneten sich die Lining-
Makrophagen auch hier durch die Expression von Genen wie fdTomato und Sparc aus
und behielten ihren immunregulatorischen Phanotyp bei, welcher sich durch Expression
von Trem2, Vsig4 und die hohe Expression von Rezeptoren, welche die Beseitigung von
apoptotischen Zellen vermitteln, auszeichnet.

Die beiden interstitiellen Makrophagen-Populationen wurden erneut durch Expression von
Retnla, Mrc1 und CD163 (RELMa" interstitielle Makrophagen) bzw. die Expression von
MHCII Genen (MHCII+ interstitielle Makrophagen) identifiziert.

An Tag 1 und Tag 5 konnte sich ein Cluster proliferierender Stmn1-exprimierender Zellen
abgrenzen (Abbildung 26, Abbildung 28).

Durch die Induktion der Arthritis erweiterte sich das Repertoire der mononuklaren
Phagozyten durch infiltrierende Zellen. Diese zeichneten sich vor allem durch die
Expression von Ccr2 aus. An den Tagen 1, 2 und 5 konnte jeweils ein groBer CCR2*
Cluster mit hoher Expression von MHCII-assoziierten Genen gefunden werden (Abbildung
29).

An den Tagen 1 und 2 separierte sich ein CCR2" Cluster, der sich durch die Expression
von Hp, Plac8 und Ly6c2 auszeichnet. Diese Gene werden vor allem auf Monozyten
exprimiert . An Tag 5 waren diese Gene im Cluster der infiltrierenden CCR2*
Makrophagen integriert. Am Tag 5 fand sich zusatzlich ein CCR2" Cluster mit
dendritischen Zellen, die sich durch eine sehr hohe Expression von MHCIl-assoziierten

Genen und ltgax (CD11c) auszeichneten.
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Das proinflammatorische Interleukin-1 war vor allem in den CCR2" MHCII-
exprimierenden infiltrierenden Zellen exprimiert. Wobei sich die Zahl der IL-1B-
exprimierenden Makrophagen von Tag 1 uber Tag 2 zu Tag 5 kontinuierlich erhdhte
(Abbildung 29). An Tag 5 diversifizierte sich der Cluster der CCR2" infiltrierenden
Makrophagen und teilt sich in zwei Cluster auf, wobei einer unter anderem durch die
Expression von IL-1B charakterisiert ist. Der zweiten Cluster der CCR2" infiltrierenden
Makrophagen fallt vor allem durch die Expression von Arg1 auf (Abbildung 28).

Arg1, Retnla und Chil3 sind Marker fiir alternativ aktivierte Makrophagen '3°.
Interessanterweise sind alle drei Gene als Marker-Gene detektiert worden, befinden sich
jedoch alle in unterschiedlichen Clustern. Chil3 befindet sich im Cluster der infiltrierenden
CCR2", IL-1B-exprimierenden Zellen, Arg?1 in einem separaten IL-1B negativen CCR2*
infiltrierenden Cluster und Retnla wird als Marker einer interstitiellen residenten
Makrophagen-Population herangezogen, welche mit der Expression von CD163 und Mrc1

(CD206) weitere Merkmale alternativer Aktivierung aufweist.

Mfge8 und Axl-exprimierende Zellen finden sich vorallem im Cluster der Cx3cri-
exprimierenden Lining-Makrophagen wieder und legen nahe, dass diese am Prozess der

Phagozytose apototischer Zellen beteiligt sind.
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Abbildung 26 Einzelzell-Transkriptionsprofil von sortierten CD45*CD11b*Ly6G" Zellen an Tag 1 nach
K/BxN Serumtransfer

Cx3cr1°eER tdTomato-Méause erhielten einen Tamoxifen-Puls. Vier Wochen spéter wurde durch Injektion von
K/BxN Serum eine Arthritis induziert. Einen Tag nach Serumtransfer wurden CD45*CD11b*Ly6G" Zellen einer
Hinterpfote sortiert und der Einzelzell-Sequenzierung unterzogen.

(a) Einzelne Zellen wurden anhand ihres Expressionsmusters gruppiert und als t-distributed stochastic
neighbour embedding (-SNE)-Diagramm dargestellt.

(b) Die 10 bedeutendsten differenziell exprimierten Gene der einzelnen Cluster aus (a).

Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Abbildung 27 Einzelzell-Transkriptionsprofil von sortierten CD45*CD11b*Ly6G" Zellen an Tag 2 nach
K/BxN Serumtransfer
Cx3cr1°eER tdTomato-Méause erhielten einen Tamoxifen-Puls. Vier Wochen spéter wurde durch Injektion von
K/BxN Serum eine Arthritis induziert. Zwei Tage nach Serumtransfer wurden CD45*CD11b*Ly6G" Zellen einer
Hinterpfote sortiert und der Einzelzell-Sequenzierung unterzogen.
(a) Einzelne Zellen wurden anhand ihres Expressionsmusters gruppiert und als t-distributed stochastic
neighbour embedding (-SNE)-Diagramm dargestellt.
(b) Die 10 bedeutendsten differenziell exprimierten Gene der einzelnen Cluster aus (a). Abbildung modifiziert
Gbernommen aus ".
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Abbildung 28 Einzelzell-Transkriptionsprofil von sortierten CD45*CD11b*Ly6G" Zellen an Tag 5 nach
K/BxN Serumtransfer

Cx3cr1°eER tdTomato-Méause erhielten einen Tamoxifen-Puls. Vier Wochen spéter wurde durch Injektion von
K/BxN Serum eine Arthritis induziert. Finf Tage nach Serumtransfer wurden CD45*CD11b*Ly6G" Zellen einer
Hinterpfote sortiert und der Einzelzell-Sequenzierung unterzogen.

(a) Einzelne Zellen wurden anhand ihres Expressionsmusters gruppiert und als t-distributed stochastic
neighbour embedding (-SNE)-Diagramm dargestellt.

(b) Die 10 bedeutendsten differenziell exprimierten Gene der einzelnen Cluster aus (a). Abbildung modifiziert
Gbernommen aus .

66



Ergebnisse

Ccer2 I1b TdTomato

i
20 0 20 40

I11b

Expression
max

=0

Abbildung 29 Expressionsmuster ausgewdhlter Gene basierend auf Einzelzell-RNA-Sequenzierung
t-SNE Diagramme mit inkludierter Information Giber Expressionslevel ausgewahlter Gene zu den angegebenen
Zeitpunkten nach K/BxN Serumtransfer. Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Abbildung 30 Expressionsmuster von Apoptose-relevanten Rezeptoren
t-SNE Diagramme der Einzelzell-Sequenzierung an Tag 1 und Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer mit
inkludierter Information Uber Expressionslevel von Rezeptoren, die wichtig fir die Beseitigung apoptotischer

Zellen sind. Die Expression von Mfge8 und Ax/ korrespondiert mit Cx3cr1-Expression. Abbildung modifiziert
Ubernommen aus ".
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3.4 Funktionelle Eigenschaften von CX3CR1* Lining-Makrophagen

3.4.1 Lining-Makrophagen sind direkt liber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden

Auf transkriptioneller Ebene konnte gezeigt werden, dass CX3sCR1" Lining-Makrophagen
Tight Junction-assoziierte Gene exprimieren. Darliber hinaus konnten die Tight-Junction-
Proteine TJP1/Z0-1, Claudin-5 und Claudin-13 in der Membran der Lining-Makrophagen
nachgewiesen werden (Abbildung 31 und Abbildung 32).

Dazu wurde Synovialgewebe der Kniegelenke der Cx3cr1°®:tdTomato Mause im
gesunden Zustand und an Tag 1, Tag 2 und Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer mittels
konfokaler Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

Dabei zeigte sich, dass diese Proteine wie angenommen vor allem in der Zellmembran
der Lining-Makrophagen lokalisiert waren. Nach Induktion der Arthritis kam es zu den
bereits beschriebenen morphologischen Veranderungen der Zellen und der
Neuausrichtung zum Gelenkspalt. Tight-Junction-Proteine konnten auch wahrend der
Arthritis nachgewiesen werden, wobei die Konnektivitat zwischen den Zellen abnahm
(Abbildung 32).

Auch Connexin-43 konnte auf den CXs3CR1* Lining-Makrophagen detektiert werden
(Abbildung 32). Connexin-43 ist an der Bildung von porenbildenden Gap Junctions
beteiligt ™’

Da die Expression von Tight junction-assoziierten Proteinen noch nicht zwangslaufig zur
Bildung funktionaler Tight Junctions fihren muss, wurde die Synovialmembran gesunder
Mause mittels Transmissionselektronenmikroskopie auf das Vorhandensein direkter Zell-
Zell-Verbindungen untersucht (Abbildung 33). Dabei konnten sowohl funktionale Tight
Junctions, Adherens Junctions sowie die wesentlich stabileren Desmosomen zwischen

CX3CR1" Lining-Makrophagen gefunden werden.

tdTomato

Abbildung 31 Expression von TJP1 auf synovialen CX3;CR1* Lining-Makrophagen

Das Tight junction protein 1 (TJP1, weil) wurde mittels Antikdrperfarbung und konfokaler Laser-Scanning-
Fluoreszenzmikroskopie auf den Lining-Makrophagen (rot) der Synovialmembran von Cx3cr1°®:tdTomato-
Mausen detektiert. Durch Fluorophor-konjugiertes Phalloidin (griin) wurde das Aktin-Zytoskelett markiert.
SYTOXBIue (blau) farbt Zellkerne. GroRenbalken, 5um. Abbildung modifiziert Gibernommen aus .
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Abbildung 32 Expression von Tight-Junction- und Gap-junction-Proteinen in Lining-Makrophagen.

Konfolkale Laser-Scanning-Fluoreszenzikroskopie zeigt die Expression von Claudin 5, TJP1/Z0-1 und
Claudin 13 sowie Connexin-43 (weil3, Pfeilkopfe) in synovialen tdTomato* (rot) Lining-Makrophagen von
Cx3cr1°*:tdTomato-Mausen im gesunden Zustand und an Tag 1, Tag 2 und Tag 7 nach K/BxN
Serumtransfer. GroRRenbalken, 5um. Abbildung modifiziert tibernommen aus .
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Abbildung 33 Zell-Zell-Verbindungen zwischen synovialen Lining-Makrophagen
Transmissionselektronenmikroskopie von Synovialmembranen gesunder Kniegelenke von Wildtyp-
Mausen zeigt Tight junctions (tj, links), Desmosomen (ds, mitte) und Adherens junctions (links) sowie
Interdigitationen (rechts) zwischen Lining-Makrophagen. Abbildung modifiziert ibernommen aus .

3.4.2 Die funktionelle Rolle der Lining-Makrophagen im synovialen Gelenk

Die Funktion der CX3sCR1" Lining-Makrophagen in gesundem und erkranktem Gelenk war
bisher nicht bekannt. Durch die fluoreszenzmikroskopischen und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen in Mausen konnte jedoch gezeigt werden,
dass die CX3CR1" Lining-Makrophagen eine dichte Membran bilden, die die
Gelenksflissigkeit vom umliegenden Gewebe trennt.

Bei Gelenksentziindungen kommt es zu einem Ldsen der Zellkontakte der CXsCR1*
Lining-Makrophagen. Daraufhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass die CX3;CR1*
Lining-Makrophagen eine funktionelle Barriere bilden, die im Falle einer Antikdrper-
vermittelten Entzindung aufbricht.

Die ,Offnung“ der Membran aus CX3;CR1" Lining-Makrophagen als Antwort auf eine
Antikoérper-induzierte Arthritis wurde mittels Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie und
dreidimensionaler Rekonstruktion quantifiziert (Abbildung 34). Dazu wurde
Cx3cr1°¢;tdTomato-Mausen K/BxN Serum injiziert und die Kniegelenke an den Tagen 0,
1, 2 und 7 nach Serumtransfer analysiert.

Zur Aufbereitung der Proben fiir die Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie wurden die Proben
einem Clearing-Prozess unterzogen, der das Gewebe fir Licht durchlassig macht. Die
Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie erlaubt die dreidimensionale Darstellung des gesamten
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Kniegelenks. Die Membran aus Lining-Makrophagen wurde anhand der tdTomato-
Expression identifiziert, mit der Imaris Software rekonstruiert und isoliert.

Die Dichte der Lining-Makrophagen wurde quantifiziert als Quotient aus dem Volumen der
tdTomato® CXs3CR1"  Lining-Makrophagen und dem  Gesamtvolumen der
Synovialmembran.

Im Kniegelenk bilden die CX3CR1" Lining-Makrophagen eine diinne Membran mit einer
relativen Dichte von ca. 60% des Gesamtvolumens der Synovialmembran (Abbildung
34c). Direkt nach Induktion der Entziindung kommt es zum Offnen der CX;CR1*
Makrophagenmembran und einer Verringerung der Dichte auf ca. 20%. Im Verlauf der
Entziindung verdichteten sich die CXsCR1" Lining-Makrophagen wieder kontinuierlich

und erreichten beinahe wieder den Ausgangwert.

Cx3cr1cre:R26-tdTomato, CD31,

b Tag 0

0 1 2 7
Cx3cr1=*R26-tdTomato Tage nach Serumtransfer

Abbildung 34 Raumzeitliche Veranderung der synovialen Makrophagenmembran wéahrend der
Gelenkentziindung

(a) Quantifizierung der Dichte der synovialen Makrophagenmembran. Lichtblatt-Fluoreszenz-
mikroskopie von Kniegelenken der Cx3cr1°®:tdTomato-Mausen ermoglicht die Ermittlung des Volumens
der tdTomato®™ Makrophagen der Synovialmembran durch die Imaris-Software. Dazu wurden
Gesamtvolumen der Synovialmembran (gelb) und der tdTomato® Makrophagen (rot) manuell aus den
3D-Rekonstruktionen isoliert. GréRenbalken, 200um.

(b) 3D-Rekonstruktion der Makrophagen der Synovialmembran von Kniegelenken der
Cx3cri°®:tdTomato-Mause an Tag 0, Tag 1, Tag 2 und Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer. Gré3enbalken,
100pm.

(c) Prozentuale Quantifizierung des Volumens der Makrophagen der Synovialmembran von
Kniegelenken der Cx3cr1°®:tdTomato-Mause bezogen auf das Gesamtvolumen der Synovialmembran
als MaB fur die Dichte der Lining-Makrophagen zu den angegebenen Zeitpunkten nach K/BxN
Serumtransfer. n=5 Kniegelenke, Mittelwert + Standardfehler, **P = 0.0025, *P = 0.034.
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Abbildung 35 Magnetresonanztomographie zur Quantifizierung der Permeabilitit des
Synovialgewebes

(a) Magnetresonanztomographie (MRT) von Kniegelenken von Mausen denen K/BxN Serum injiziert
wurde. T1-gewichtete sagitale (oben) und transversale (unten) Aufnamen zu den angegebenen
Zeitpunkten nach K/BxN Serumtransfer und nach Applikation eines Kontrastmittels. Die Farbkarten der
T1-gewichteten dynamischen kontrastverstarkten (DCE) MRT-Messung wurden (Uber die
Endpunktmessung gelegt und entsprechen der Flache wunter der Kurve (AUC) der
Kontrastmittelakkumulation Uber 12 min nach Verabreichung (unten). Rote Areale weise eine niedrige
Kontrastmittelakkumulation und gelbe Areale eine hohe Kontrastmittelakkumulation auf.

(b) Strategie zur Ermittlung der DCE-Kurve der T1-gewichteten MRT-Aufnahmen von Kniegelenken.
Das Synovialgewebe auf Hohe der Kondylen des Femurs wurde als das zu analysierende Areal (region
of interest, ROI, blau) festgesetzt. Die DCE-Kurve der ROl wurde auf den Messzeitpunkt normalisiert an
dem die Kontrastmittelinjektion abgeschlossen war. Die Messzeiten wurden als Anzahl der einzelnen
Messungen konvertiert, welche im Intervall von 7 Sekunden erfolgten. Abbildung modifiziert
Gbernommen aus .

Um die Barriere-Funktion der CX3;CR1" Makrophagenmembran zu quantifizieren, wurde
Magenetresonanztomographie (MRT) von Kniegelenken durchgefiihrt (Abbildung 35).
Dynamische kontrastverstarkte MRT kann die Anflutung und Akkumulation eines
injizierten Kontrastmittels in das Synovialgewebe und den Gelenkspalt messen und
spiegelt die Permeabilitat des Synovialgewebes wieder.

Longitudinale MRT-Messungen zeigten, dass es in einem gesunden Gelenk nur zu einer
geringen Kontrastmittelanreicherung kam. Nach K/BxN Serumtransfer erhdhte sich die
Permeabilitat und die Anreicherung des Kontrastmittels verstarkte sich mit zunehmender

Entziindung.

Die injizierten Antikérperkomplexe aus dem K/BxN Serum wurden von synovialen
Makrophagen aufgenommen. Dies konnte durch Injektion von K/BxN Serum gemischt mit
Fluorophor-konjugierten IgGs aus dem K/BxN Serum nachgewiesen werden. Wobei die
markierten IgGs in den intrazellularen Vesikeln sowohl der CX3;CR1* Lining-Makrophagen
als auch der interstitiellen Makrophagen detektiert werden konnten (Abbildung 36).
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Abbildung 36 Aufnahme von IgG durch synoviale CX3CR1* Lining-Makrophagen

IgGs wurden aus K/BxN Serum mittels protein G-Saule isoliert, aufgereinigt und mit Alexa-Fluor-647
markiert. Eine Mischung aus K/BxN Serum und isolierten IgGs (Verhaltnis 1:4) wurde intravends in
Cx3cr19°-Mause injiziert. Finf Stunden und 24 Stunden nach Injektion wurden die Synovialmembranen
der Kniegelenke fur Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie (CLSM) aufgearbeitet.

(a) Reprasentative CLSM-Aufnahmen der Kniegelenke zu angegebenen Zeitpunkten nach Injektion der
IgG-Mischung. Fluorophor-markierte IgGs (grau) wurden sowohl in CX3CR1* Lining-Makrophagen
(GFP, grun) als auch in interstitiellen Makrophagen (CD68, rot) detektiert. Gs: Gelenkspalt, Sg:
Synovialgewebe, K: Knorpel. GroRenbalken, 10um.

(b) CLSM mit hoherer Auflosung zeigt Fluorophor-markierte 1gGs in intrazelluldren vesikularen
Strukturen sowohl in Lining-Makrophagen (CD68, rot; GFP, griin) als auch interstitiellen Makrophagen
(CD68,rot) 24 Stunden nach Injektion. Gs: Gelenkspalt. GroRenbalken, 10 pm. Abbildung modifiziert
Gibernommen aus .

Es musste geklart werden, ob das Aufbrechen der Tight Junction-stabilisierten Membran
aus CX3CR1" Lining-Makrophagen durch eine zelluldre intrinsische Aktivierung der
CX3CR1" Lining-Makrophagen in Antwort auf die arthritogenen Immunkomplexe zustande
kam oder ob infiltrierende Zellen wie Monozyten oder Neutrophile Granulozyten die
Desintegration der Membran vermitteln.

Die Depletion von Monozyten und Neutrophilen mittels eines gegen GR-1 gerichteten
Antikorpers einen Tag vor K/BxN Serumtransfer schitzt die Mause vor der Auslésung der
Erkrankung (Abbildung 37a). Dies ist vor allem auf die zentrale inflammatorische Rolle der
Neutrophilen im K/BxN Serumtransfer-Modell zuriickzufiihren . Trotzdem kommt es
auch unabhangig von Monozyten und Neutrophilen zum Auflésen der Makrophagen-
membran bei Induktion der Entziindung und legt nahe, dass die CX3CR1" Lining-

Makrophagen selbst ihre Dissoziation vermitteln (Abbildung 37b).
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Abbildung 37 Die Disruption der
Makrophagenmembran wird nicht durch
Neutrophile Granulozyten vermittelt
(a) Klinische Entwicklung der K/BxN Serumtransfer-
Arthritis von Wildtyp-Mausen, welche einen Tag vor
Induktion der Arthritis Anti-GR-1 Antikorper oder den
Kontroll-Isotypen erhielten.
Mittelwert + Standardfehler, n = 5 pro Gruppe.
(b) Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenz-
mikroskopie synovialer Makrophagen (CD68, weil)
von Kniegelenken der Cx3cr1°;tdTomato-Mause
(tdTomato, rot) 24h nach K/BxN Serumtransfer und
48h nach Applikation des Anti-GR1 Antikorpers oder
gr’fic‘;1j:R26"dT%”:;}]°« des Isotypes. Phalloidin, griin; DAPI, blau. Gs:
' ' Gelenkspalt, Sg: Synovialgewebe, K: Knorpel.
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Um zu untersuchen inwieweit die synovialen Makrophagen selbst die Permeabilitat im
Gelenk beeinflussen, wurden Depletions-Studien durchgefuhrt. Dazu wurden
Cx3cr1°?;iDTR-Mause generiert, welche transgen fir die konstitutive Cx3cri-cre
Rekombinase und einen induzierbaren Diphtherietoxin-Rezeptor waren.

Dieses System ermoglicht die Depletion von Monozyten und Makrophagen, welche
Cx3cr1 exprimieren oder exprimiert haben. Schon einen Tag nach Diptherietoxin-
Behandlung sind ein GroRteil der Ly6C"™" Monozyten des Blutes und die synovialen
Makrophagen depletiert (Abbildung 38b).

Der unerwinschte Effekt der Monozyten-Depletion wurde umgangen, indem
weiterfiUhrende Behandlungen erst funf Tage nach der Diptheritoxin-Injektion durchgefuhrt
wurden. Nach dieser Erholungsphase waren die Monozyten-Kompartimente wieder
hergestellt (Abbildung 38c).

Die Populationen der synovialen Makrophagen erholten sich ebenfalls leicht wieder, wobei
sich die Repopulation der synovialen Makrophagen vor allem auf die interstitiellen
Makrophagen beschrankte. Die synoviale Grenzmembran war weitestgehend frei von
CX3CR1" Lining-Makrophagen (Abbildung 38d).

Dynamische kontrastverstarkte MRT konnte zeigen, dass die Depletion der synovialen
Makrophagen bereits im gesunden Gelenk eine signifikant gesteigerte
Kontrastmittelanreicherung und Permeabilitat im Gelenk zur Folge hatte (Abbildung 38e).
Dies legt nahe, dass die synovialen Makrophagen auch im gesunden Zustand eine
Barrierefunktion innehaben. Die gesteigerte Kontrastmittelanreicherung in den
depletierten Tieren konnte auch an Tag 1 nach K/BxN Serumtransfer beobachtet werden
(Abbildung 38e).
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Abbildung 38 Exazerbation Antikorper-induzierter Arthritis durch Depletion synovialer
Gewebsmakrophagen

(a) Strategie zur Depletion von Gewebsmakrophagen. An zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurde den
Cx3cr1°*:iDTR-Mausen 500ng Diphtherietoxin (DT) intraperitoneal appliziert. Fiinf Tage nach der letzten
Diphtherietoxin-Injektion wurden die Depletionseffizienz analysiert bzw. K/BxN Serum transferiert.

(b) Analyse der Depletionseffizienz einen Tag nach Diptherietoxin-Behandlung. Die Anzahl der synovialen
Makrophagen pro Pfote und die Anzahl der Ly6CM" und Ly6C° Monozyten wurde mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. Diphtherietoxin behandelte iDTR-Mause wurden als Kontrolle
herangezogen.

(c) Analyse der Depletionseffizienz 5 Tag nach Diphtherietoxin Behandlung. Die Anzahl der synovialen
Makrophagen pro Pfote und die Anzahl der Ly6CM" und Ly6C°“ Monozyten wurde mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. Diphtherietoxin behandelte iDTR-Mause wurden als Kontrolle
herangezogen.

(d) Bright-field-Mikroskopie von Synovialgewebe von Kniegelenken depletierter Cx3cr1°¢:iDTR-Mause und
iDTR-Kontrolltieren 5 Tage nach Diphtherietoxin-Behandlung. Makrophagen wurden durch Anti-F4/80
Antikorper (rot) identifiziert. Fluorophor-gekoppletes Phalloidin (griin) farbt das Aktin-Zytoskelett und
verdeutlicht die Morphologie der Synovialmembran.

(e) Normalisierte Signalintensitatskurven der dynamischen kontrastverstarkten MRT Messung (90
Messungen mit 7-Sekunden-Intervall) der Kniegelenke von Diphtherietoxin behandelten depletierten
Cx3cr1°*:iDTR Mausen und iDTR Kontrolltieren an Tag 0 und Tag 1 nach K/BxN Serumtransfer.

(f) Klinischer Verlauf von Diphtherietoxin behandelten depletierten Cx3cr1°®:iDTR Mausen und iDTR
Kontrolltieren dargestellt als klinischer Index und den entsprechenden Flachen unter der Kurve (AUC).
Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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Es konnte gezeigt werden, dass die Depletion der synovialen Makrophagen zu einer
erhohten Permeabilitdt im Synovialgewebe fiihrte. Ob dieser Bruch der Barrierfunktion
auch einen Einfluss auf die klinische Manifestation der Gelenkentziindung hat, wurde
durch Bestimmung eines semiquantitativen Indexes ermittelt.

Es zeigte sich, dass die Tiere mit depletierten Synovialmakrophagen schneller und starker
erkrankten (Abbildung 38f). Vor allem die Anfangsphase der Entziindung geht mit einer

verstarkten Infiltration von Neutrophilen Granulozyten und der Bildung von NETs im

Gelenkspalt einher (Abbildung 39).

Abbildung 39 Exazerbation von Neutrophilen-nfiltration und NET-Bildung durch Depletion
synovialer Makrophagen

Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie von Synovialgewebe von Kniegelenken der Cx3cr1°:iDTR-Mause
bzw. iDTR Kontrollmause 24h nach intravendser Injektion der Mischung aus Fluorophor-markiertem 1gG
des K/BxN Serums und K/BxN Serum (Verhaltnis 1:4) und 6 Tage nach Diphtherietoxin-Administration.
Infiltrierende Neutrophile Granulozyten werden durch Anti-Ly6G Antikorper (grin), neutrophile
extracellular traps durch DAPI (blau) sowie Makrophagen durch Anti-CD68 (rot) detektiert.
GroRenbalken, 200um und fiir die vergréRerte Ansicht 50pum. Abbildung modifiziert Gibernommen aus .

iDTR

CD68, Ly6G, ,SYTOXBlue

Cx3cr1€r€;iDTR
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Der protektive Einfluss der synovialen Makrophagen im K/BxN Serumtransfer-Modell
wurde in Cx3cr1°?:iDTR-Mausen, denen das Diptherietoxin lokal appliziert wurde,
bestatigt. Hierbei wurden die systemischen Effekte der intraperitonealen Diphtherietoxin-
Applikation weitestgehend umgangen (Abbildung 40).

Drei Tage nach Injektion des Diptherietoxins in eine Hinterpfote der Cx3cr1°°:iDTR Mause
wurde das K/BxN Serum gespritzt. Die kontralaterale Pfote diente als Kontrolle. Es zeigte
sich, dass die Pfoten mit depletierten Makrophagen eine starkere Entziindung entwickelte
als die PBS-behandelten Kontroll-Pfoten. In der Kontroll-Tiergruppe aus iDTR Mausen
ohne cre-Rekombinase konnten keine Unterschiede zwischen den Diphtherietoxin-
behandelten und PBS-behandelten Pfoten festgestellt werden. Dadurch kénnen Toxin-

eigene Effekte, welche den Krankheitsverlauf beeinflussen kdnnten, ausgeschlossen
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werden.
a -
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Abbildung 40 Exazerbation von K/BxN Serumtransfer-Arthritis durch lokale Makrophagen-
Depletion

(a) Behandlungsschema zur lokalen Depletion von synovialen Makrophagen durch unilaterale Injektion
von Diptherietoxin oder PBS in Cx3cr1°®:iDTR-Mausen und iDTR-Kontrolltieren mit anschlieRender
Induktion der Arthritis durch K/BxN Serumtransfer. Die klinische Evaluation der K/BxN Serumtransfer-
Arthritis in Cx3cr1°:iDTR-Mausen (a) und iDTR-Mausen (b) erfolgte durch Messung der Schwellung
von PBS- und Diptherietoxin-behandelten Pfoten. P-Werte der area under the curve (AUC) wurden mit
einem gepaarten T-Test ermittelt. n = 7. P = 0,08. Abbildung modifiziert ibernommen aus *.
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3.4.3 Modulation der synovialen Barrierefunktion durch pharmakologische Desintegration
oder Stabilisierung der Tight Junctions

Es wurde gezeigt, dass synoviale Lining-Makrophagen uber Tight Junctions miteinander
verbunden sind. Ob diese Tight Junctions an der Barrierefunktion der Makrophagen-
membran beteiligt sind, sollte durch pharmakologische Intervention, die zur Auflésung
oder Stabilisierung der Tight Junctions fuhrt, untersucht werden (Abbildung 41).

Mit Hilfe des Claudin-Peptidomimetikums C5C2, welches sich gegen Claudin-5 richtet, ist
man in der Lage Tight Junctions aufzuldésen ™. Vor Induktion der Arthritis durch K/BxN
Serumtransfer wurde das C5C2 Claudin-Peptidomimetikum intravends appliziert. Der
Kontotrollgruppe wurde ein Peptid (C5C2scr) injiziert, welches einen nahezu identischen
Anteil verschiedener Aminosauren besitzt, jedoch eine andere Aminosaure-Sequenz
aufweist.

Zur Evaluation des Einflusses der pharmakologischen Desintegration der Tight Junctions
auf die Arthritis erhielten die Tiere eine Injektion der Peptide einen Tag vor dem Auslésen
der Arthritis. Eine zweite Gabe des Peptids erfolgte einen Tag nach der Induktion. Dabei
zeigten die C5C2-behandelten Tiere eine schnellere und starkere Entziindung als die
Kontrollgruppe (Abbildung 41a).

Auch im MRT zeigte sich in den C5C2-behandelten Tieren eine verstarkte Akkumulation
von Kontrastmittel einen Tag nach Induktion der Arthritis (Abbildung 41b). Auch hier
wurden die Peptide einen Tag vor dem K/BxN Serumtransfer injiziert. Die Injektion des
C5C2 Claudin-Peptidomimetikums fuhrte im gesunden Zustand (Tag 0) nicht zu einer

gesteigerten Kontrastmittelakkumulation (Abbildung 41b).

Es ist bekannt, dass die Tight Junctions der Blut-Hirn-Schranke durch den Tyrosin-Kinase-

0. Um den Einfluss der Tight-Junction-

Inhibitor Imatinib stabilisiert werden kann
Stabilisierung auf die Entwicklung von Antikérper-vermittelter Arthritis zu untersuchen,
erhielten Wildtyp-Mause zweimal taglich Imatinib. Dabei konnte gezeigt werden, dass
Imatinib eine protektive Wirkung im K/BxN Serumtransfer-Modell hat (Abbildung 41c). Die
mnit Imatinib behandelten Tiere wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe geringe Zeichen

von Entziindungen auf und bestétigen die Ergebnisse einer frilheren Studie™'.
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Abbildung 41 Modulation der Barrierefunktion durch pharmakologische Desintegration
oder Stabilisierung der Tight Junctions

(a) Klinische Entwicklung und die area under the curve (AUC) des dazugehdrenden klinischen
Indexes des K/BxN Serumtransfer-Modells von Wildtyp-Mausen, welche an Tag -1 und Tag 1
nach K/BxN Serumtransfer das C5C2 Claudin-5 Peptidomimetikum (3.5 pmol/kg, n = 8) oder die
Kontrollvariante des Peptids (C5C2scr, 3.5 pmol/kg, n = 6) intravends injiziert bekamen. P-Werte
wurden mit dem Mann Whitney U Test (Klinischer Index), *P =0,05; oder dem zweiseitigen
ungepaarten T-Test (AUC), **P =0,0062, ermittelt.

(b) Normalisierte DCE-MRT-Kurven von synovialem Gewebe der Kniegelenke von Wildtyp-
Mausen, welche einen Tag vor K/BxN Serumtransfer C5C2 Claudin-5 Peptidomimetikum (3.5
pmol/kg) oder PBS appliziert bekamen. Mittelwerte + Standardfehler, Tag 0: Vehikel, n = 10
Kniegelenke; C5C2, n = 10 Kniegelenke; Tag 1: Vehikel, n = 9 Kniegelenke; C5C2, n = 10
Kniegelenke. Die P-Werte der AUC wurden mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test berechnet;
*P =0,0256.

(c) Klinische Entwicklung und die AUC des dazugehérigen klinischen Indexes des K/BxN
Serumtransfer-Modells von Wildtyp-Mausen, welche zweimal taglich Imatinib (oral, 80mg/kg)
bekamen beginnend einen Tag vor Induktion der Arthritis. n = 4 mit Imatinib-Behandlung und n =
6 mit Vehikel-Kontrollbehandlung. P-Werte wurden mit dem Mann Whitney U Test (Klinischer
Index), *P =0,05, **P =0,01; oder dem zweiseitigen ungepaarten T-Test (AUC), ***P =0,0001,
ermittelt.

Abbildung modifiziert ibernommen aus .

79



Ergebnisse

3.4.4 Infiltrierende Makrophagen haben eine proinflammatorische Funktion

Infiltrierte Makrophagen, welche sich von Blutmonozyten ableiten, erweitern den Pool von
Makrophagen im entzindeten Gelenk. In den Analysen der Einzelzell-RNA-
Sequenzierungen zeigte sich, dass ein Teil der infiltrierenden Makrophagen
proinflammatorische Zytokine wie IL-1p produzieren. Mit Hifle der LysM**:CD115DTR-
Maus sollte der Einfluss von infiltrierenden Makrophagen im K/BxN Serumtransfermodell
untersucht werden (Abbildung 42). In diesen Mausen ist es mdglich den Grofdteil der
Ly6C"9" Monozyten, einen Teil der Ly6C"" Monozyten sowie Gewebsmakrophagen im
Gelenk mit Ausnahme der CSF1R™ CX3CR1" Lining-Makrophagen zu depletieren. Die
Tiere wurden taglich mit Diphtherietoxin behandelt, wobei die erste Injektion einen Tag vor
dem Transfer des K/BxN Serums erfolgte. Hierbei zeigte sich, dass die Depletion keinen
Einfluss auf die Initiation der Entzindung hatte. Der Verlust der Monozyten und
Makrophagen fuhrte jedoch zu einer schnelleren Remission der Entziindung. Somit wird
eine proinflammatorische Rolle der Monozyten und interstitiellen Makrophagen im Gelenk

nahe gelegt, welche zur Perpetuierung der Entziindung beitragt.
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Abbildung 42 CSF1R* Monozyten/Makrophagen haben entziindungsfordernde Funktionen

(a) Durchflusszytometrie von Blutmonozyten und Neutrophilen von LysM®®:CD115DTR-Mausen (n =6) und
CD115DTR Kontrolltieren (n = 5) einen Tag nach zweimaliger Diptherietoxin-Injektion (500ng Diphtherietoxin
pro Maus und Tag). Mittelwerte + Standartfehler. Der zweiseitige T-Test wurde zur Ermittlung der P-Werte
genutzt, *P = 0.0467, **P < 0.0069, ***P = 0.0001.

(b) Klinische Entwicklung und die korrespondierende area under the curve (AUC) der K/BxN Serumtransfer-
Arthritis in Diphtherietoxin-behandelten LyM®¢:CD115DTR-Mausen (n = 7) und CD115DTR Kontrolltieren (n =
10). Die Mause wurden taglich mit Diphtherietoxin (intraperitoneal) behandelt, wobei einen Tag vor dem K/BxN
Serumtransfer mit 500ng Diphtherie-Toxin begonnen wurde und jede weitere Injektion eine reduzierte Menge
von 100ng enthielt. Mittelwert + Standartfehler. P-Werte fir den klinischen Index wurden mit dem Mann
Whitney U Test ermittelt, *P = 0,05 und fiir die AUC der zweiseitige ungepaarte T-Test, *P = 0,0417.
Abbildung modifiziert ibernommen aus .
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3.5 Ubertragbarkeit der Erkenntnisse iiber Synovialmakrophagen aus der
Maus auf den Menschen

Murine Modellorganismen und experimentelle Methoden am Tier sind wichtige
Instrumente der Grundlagenforschung. Da Maus und Mensch jedoch auch vielfach
unterschiedlich sind, ist es wichtig zu untersuchen, inwieweit die Erkenntnisse aus den

Tierversuchen auch auf den Menschen Ubertragbar und nutzbar sind.

Daher wurde Synovialgewebe von Patienten mit diagnostizierter Osteoarthritis (OA) oder
rheumatoider Arthritis (RA) untersucht. Obwohl die OA-Proben nicht als gesunde
Vergleichsgruppen betrachten werden dirfen, entsprachen sie einer eher nicht-
entzliindlichen Situation.

Es wurde untersucht, ob neue Marker wie das TREM2 geeignet sind, um die Makrophagen
der synovialen Intima von interstitiellen Makrophagen zu unterscheiden.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vom Synovialgewebe der Maus zeigte die
selektive Expression von TREM2 vor allem auf den CX3CR1" Lining-Makrophagen sowohl
in gesundem als auch entziindetem Zustand (Abbildung 43a).

Auch im humanen System ist TREM2 vor allem auf den Lining-Makrophagen exprimiert
(Abbildung 43b). Es wird insbesondere im RA-Gewebe deutlich, dass interstitielle
Makrophagen TREM2 nicht exprimieren, wobei nicht zwischen infiltrierenden Zellen und

residenten Makrophagen unterschieden werden kann.

In den Maus-Studien wurde festgestellt, dass es im Laufe einer Gelenkentziindung zum
Offnen der Membran aus CX;CR1*-Lining-Makrophagen kommt und die Makrophagen
von stromalen Zellen Uberwuchert werden. Auch dies konnte im Synovialgewebe von RA-
Patienten festgestellt werden. Im Synovialgewebe der OA-Patienten befinden sich die
Lining-Makrophagen in der obersten Reihe. Im entziindeten Gelenk hingegen befinden
sich die TREM2* Lining-Makrophagen in tiefer gelegenen Zellschichten (Abbildung 43b).

Die Membran aus TREM2* Makrophagen der RA-Proben ist im Vergleich zu OA-Proben
deutlich dissoziiert. Ebenso konnte festgestellt werden, das Tight-Junction-Proteine wie
das TJP1 auf den TREM2" Lining-Makrophagen exprimiert werden (Abbildung 43c). Die
Quantifizierung der Dichte der TREM2" Lining-Makrophagen bestéatigt die Dissoziation der
Makrophagenmembran wahrend einer RA.

Die histologischen Analysen der Synovialgewebe der OA und RA-Patienten legten nahe,
dass im Falle einer Entziindung die Zahl der interstitiellen Makrophagen im Vergleich zu

den TREM2" Lining-Makrophagen zunahmen.
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Abbildung 43 Vergleich muriner und humaner synovialer Lining-Makrophagen

(a) Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie (CLSFM) von Synovialgewebe der Kniegelenke
von Cx3cr1°®:tdTomato-Mausen an Tag 0 und Tag 7 nach K/BxN Serumtransfer zeigt TREM2 (grin,
gefullte Pfeilspritzen) auf synovialen Lining-Makrophagen (tdTomato, rot). GréRenbalken, 100um (oben)
und 10um (unten).

(b) CLSFM von humanem Synovialgewebe aus dem Kniegelenk von Patienten mit Osteoarthritis (OA)
oder rheumatoider Arthritis (RA) detektiert TREM2 (grin) auf Lining-Makrophagen (CDG68, rot).
GroRenbalken, 100pum (oben) und 10pum (unten).

(c) CLSFM von humanem Synovialgewebe aus dem Kniegelenk von Patienten mit OA oder RA detektiert
TJP1 (grin, gefiillte Pfeilspitzen) auf Lining-Makrophagen (CDG68, rot). GroRRenbalken, 100pym (oben)
und 10um (unten).

(d) Quantifizierung der Dichte der synovialen Lining-Makrophagen von humanen Kniegelenken von
Patienten mit OA (n = 4) oder RA (n = 5). Die Dichte wurde anhand histologischer Aufnahmen (siehe
Abbildung 43b) als prozentualer Anteil von CD68* TREM2* Lining-Makrophagen pro Gesamtzellen der
synovialen Grenzmembran quantifiziert. Mittelwerte + Standardfehler. Der P-Wert wurde mit dem
zweiseitigen ungepaarten T-Test ermittelt. Abbildung modifiziert ibernommen aus .

Der relative Anteil der Makrophagen-Populationen wurde mittels Durchflusszytometrie
quantifiziert (Abbildung 44). Hierbei wurden Makrophagen als CD45*, CD11b* und CD14*
definiert, wobei Marker fiur andere Linien wie CD20, CD15 und CD1c als

42 Die Expression von TREM2 und MHCIl wurde zur

Ausschlusskriterium dienten
Identifizierung und Diskriminierung der intimalen Lining-Makrophagen (TREMZ2*) und
interstitiellen Makrophagen (MHCII*) verwendet. Es zeigte sich, dass TREM2 und MHCII

auf unterschiedlichen Zellpopulationen exprimiert werden.
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Abbildung 44 Quantifizierung der MHCII*TREM2" und MHCII'TREM2* Makrophagen in humanem
Synovialgewebe

(a) und (b) Durchflusszytometrie von humanem Synovialgewebe aus dem Kniegelenk von Patienten mit
diagnostizierter Osteoarthritis (OA in (a)) und rheumatoider Arthritis (RA in (b)).

Lebende (Zombi Aqua’) Makrophagen wurden definiert als CD1c’, CD45*, CD11b*, CD207, CD15 und
CD14*. Die Expression von MHCIl und TREM2 unterscheidet die Makrophagen-Subpopulation.
Abbildung modifiziert ibernommen aus .

Wahrend einer RA verringert sich der Anteil der TREM2* Lining-Makrophagen deutlich.
Hierbei ist jedoch von einer Ausdinnung bezogen auf die Anzahl der gesamten
Makrophagen auszugehen, die wahrscheinlich durch Infiltration und Proliferation von
TREM2™ Makrophagen zu Stande kam.

Bisher sind nur wenige Daten, die das Transkriptom humaner Synovialmakrophagen
beschreiben, verfigbar und Vergleiche der Expressionsprofile muriner und humaner
Zellen waren daher begrenzt moglich.

In einer kirzlich veréffentlichten Studie von Zhang et al. zu humanen Monozyten %, in
denen Einzelzell-RNA-Sequenzierungen von humanen Monozyten aus Synovialgewebe
von RA und OA-Patienten durchgefiihrt wurde, konnten vier Subpopulationen definiert
werden: proinflammatorische IL-1B-produzierende Monozyten (SC-M1), Interferon-
aktivierte Monozyten (SC-M2), C1QA* Monozyten (SC-M3) und NUPR1* (SC-M4).

Es wurde untersucht, inwieweit diese vier unterschiedlichen Population mit denen
Ubereinstimmen, die in den EinzelzelllRNA-Sequenzierungen der sortierten
mononuklaren Phagozyten einer erkrankten Maus (Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer)
identifiziert wurden (Abbildung 45).

Dabei wurden die Top 10 Markergene der humanen Cluster mit den Marker-Genen der
murinen Cluster verglichen und ein Quotient aus coexprimierten Markern ermittelt. Es
ergaben sich groBe Ubereinstimmungen zwischen proinflammatorischen IL-1p*

Monozyten (SC-M1) und CCR2" II1-B* infiltrierenden Makrophagen (murin) sowie
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zwischen Interferon-aktivierten Monozyten (SC-M2) und CCR2" Arg1® infiltrierenden
Makrophagen (murin). Die NUPR1* Monozyten (SC-M4) entsprachen den CXs;CR1*
Lining-Makrophagen. Die C1QA* Monozyten (SC-M3) wiesen Ahnlichkeiten mit den
RELMa* interstitiellen und MHCII* Makrophagen auf.
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Abbildung 45 Vergleichende Analyse der Transkriptionsprofile humaner und muriner
Synovialmakrophagen

Vergleich eines verfigbaren Einzellzell-Sequenzierungsdatensatzes von Monozyten aus
humanem Synovialgewebe von Patienten mit diagnostizierter Osteoarthritis und rheumatoider
Arthritis mit den Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdatensatz sortierter CD45*, CD11b*, LY6G"
Zellen aus der Maus vom Tag 5 nach K/BxN Serumtransfer. Die Werte reprasentieren den
Quotienten der Anzahl aller co-exprimierter Makergene der 5 Makrophagen-Cluster an Tag 5 zu
den 20 bereitgestellten humanen Markern der 4 beschriebenen Subpopulationen von Monozyten:
SC-M1, SC-M2, SC-M3 und SC-M4. Abbildung modifiziert ibernommen aus *.

Maus
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4. Diskussion

41 CX3CR1* synoviale Lining-Makrophagen bilden eine dynamische
membranahnliche Barriere im synovialen Gelenk

Mit Hilfe neuester Mikroskopie-Techniken wie der Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie und
hochauflésender konfokaler Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie in Verbindung mit
Reportergen-Strategien und Markierung vaskularer Strukturen durch Fluorophor-
gekoppelte Antikorper sowie der Anwendung ultrahochauflésender
Transmissionselektronenmikroskopie  konnte gezeigt werden, dass CX3CR1-
exprimierende synoviale Makrophagen eine membrandhnliche Struktur bilden, die die
Synovialflissigkeit des Gelenkspalts vom umliegenden Synovialgewebe mit seinem
umfassenden GefalRnetzwerk trennt.

Auch im interstitiellen Synovialgewebe befinden sich Makrophagen, die sich jedoch im
Gegensatz zu CX3CR1* synoviale Lining-Makrophagen, welche ca. 40% aller synovialer
Makrophagen ausmachen, nicht durch die Expression von CX3;CR1 auszeichnen
(Abbildung 2).

Unter physiologischen Bedingungen ist die Barriere aus CX3CR1" Lining-Makrophagen
synovialer Gelenke der Maus eine einzellige, planare, durchgangige und dichte Schicht.
Inwieweit sich die Morphologie der Membran aus CX3CR1* Lining-Makrophagen im
Kontext einer Entziindung verhalt, wurde mit Hilfe experimenteller Arthritis-Modelle der
Maus wie der Antikdrper-vermittelten K/BxN Serumtransfer-Arthritis und der Kollagen-
induzierten Arthritis untersucht.

Dabei stellte sich heraus, dass sich die CX3CR1* Lining-Makrophagen neu ausrichten und
einen pallisadendhnlichen Phanotyp annehmen wahrend die Makrophagen-Barriere
aufbricht (Abbildung 3, Abbildung 4).

Im Zuge der Entzindung infiltrieren Neutrophile Granulozyten und Monozyten den
Gelenkspalt. Zelltrimmer und freie DNA im Gelenkspalt, die vor allem durch Neutrophile
Granulozyten im Prozess der NETose frei gesetzt wurde, wird von CX3CR1" Lining-
Makrophagen, die mit Zellfortsatzen weit in den Synovialspalt hineinreichen, phagozytiert
(Abbildung 4, Abbildung 6).

Mfge8 und Axl spielen bei der Clearence von apoptotischen Zelle eine wichtige Rolle

122123 ynd sind wahrend des Autoantikérper-vermittelten Entziindungsprozesses im
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Synovialgewebe vorallem auf den CX3CR1" Lining-Makrophagen exprimiert (Abbildung
30).

Die mikroskopischen Beobachtungen zeigten, dass der Prozess der Einddmmung und
Resolution der Entziindung durch Beseitigung von Zelltrimmern bereits frihzeitig nach
Induktion einer Entziindung initiiert wird und vor allem CX3CR1" Lining-Makrophagen
hierbei eine wesentliche Rolle spielen.

Synoviale Fibroblasten, welche unter gesunden Bedingungen die zweite Reihe der Zellen
der Synovialmembran ausmachen, schieben sich wahrend einer Entziindung in die erste
Reihe und Uberwuchern die CXsCR1" Lining-Makrophagen (Abbildung 7). Die
Phagozytose-Funktion der CXsCR1*-Lining-Makrophagen scheint dabei jedoch nicht
wesentlich gestort zu sein, da sie mit langen Zellfortsetzen zwischen die Fibroblasten

greifen und Zelltrtimmer aus der Synovialflissigkeit entfernen.

4.2 CSF1R* interstitielle Makrophagenvorlaufer sind der Ursprung der
CX3CR1* Lining-Makrophagen

Der Ursprung der Synovialen Makrophagen war bisher nicht bekannt. Es war nicht klar,
ob sich die synovialen Makrophagen von aus dem Knochenmark stammenden
Blutmonozyten ableiten, oder ob sie sich als residente Gewebsmakrophagen
selbsterneuern. Zwar hatten Studien mit Knochenmarkchimaren Hinweise darauf geliefert,
dass ein Groldteil der synovialen Makrophagen unabhangig von der Knochenmark-
Hamatopoese existiert *°. Jedoch war die Aussagekraft dieser Studien beziiglich der
tatsachlichen Zusammensetzung der Makrophagen-Subpopulationen und ihrer
Ontogenese durch experimentelle Schwachstellen, die unteranderem mit Bestrahlungen

einhergehen, limitiert.

Fluoreszenzmikroskopische Analysen von Mausembryonen konnten zeigen, dass erste
synoviale Makrophagen am Tag 15,5 der Embryogenese am Interface zwischen sich
entwickelndem Synovialgewebe und dem grofer werdenden Gelenkspalt auftreten
(Abbildung 8).

Ob sich diese embryonalen Makrophagen im sich entwickelnden Synovialgewebe aus
primitiven myeloiden Vorlaufern, EMPs oder embryonalen HSC entwickelten, wurde in

dieser Dissertation nicht untersucht und bedarf weiterer Aufklarung.

Durch Generierung von Parabiosen aus Cx3cr19P-Mausen und Wildtyp-Mausen sowie
DsRed“-Mausen und Wildtyp-M&usen, welche eine gemeinsame Blutzirkulation teilten,

konnte gezeigt werden, dass es sich bei den CX3CR1" Lining-Makrophagen um eine
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langlebige, residente Makrophagen-Population handelt, die sich unabhangig von
Blutmonozyten aus dem Knochenmark aufrechterhalt (Abbildung 9, Abbildung 10).
Wahrend einer Entzindung wird das Makrophagen-Repertoire durch infiltrierende
Makrophagen erweitert. Durch  konditionale, = Tamoxifen-abhdngige @ CSF1R-
Reportermause und durch Antikorper-Markierung von CSF1R konnte gezeigt werden,
dass sich im interstitiellen Synovialgewebe proliferierende CSF1R™* Zellen befinden, die
sowohl zu CX3CR1" Lining-Makrophagen als auch zu interstitiellen Makrophagen
differenzieren kénnen (Abbildung 9).

Durch Quantifizierung der tdTomato-exprimierenden Zellen in der synovialen
Grenzmembran, konnte fiir die CX3CR1" Lining-Makrophagen eine Halbwertzeit von ca.
30 Tagen ermittelt werden.

Die Depletion von CSF1R-exprimierenden Makrophagen im Synovialgewebe in
LysM°*®:CD115DTR-Mausen flhrte nach einiger Zeit zum Verlust der CX3CR1" Lining-
Makrophagen und bestatigte den CSF1R-abhangigen Differenzierungsweg (Abbildung
25).

Dass die CX3CR1*-Lining-Makrophagen nur eine sehr geringe proliferative Kapazitat
aufweisen, konnte in Tamoxifen-behandelten Cx3cr1°°R:tdTomato-Mausen gezeigt
werden (Abbildung 15).

Dabei stellte sich heraus, dass vor allem interstitielle Synovialmakrophagen proliferieren
und, dass die Induktion einer Entzindung zum Anstieg der Anzahl proliferierender Zelle
fuhrte. In diesem Experiment konnte jedoch nicht unterschieden werden, ob infiltrierende
oder residente interstitielle Makrophagen proliferieren und sich die Anzahl erhéht.

In Kombination mit den Studien der Parabiosen, bei denen es sowohl zu einer Vermehrung
der residenten als auch der infiltrierenden Makrophagen kam, kann davon ausgegangen
werden, das sowohl infiltrierende als auch interstitielle, residente Makrophagen an der
Vermehrung der Makrophagen wahrend einer Entzindung beteiligt sind. Die Anzahl der
CX3CR1" Lining-Makrophagen bleibt hingegen weitestgehend konstant, wobei diese
Zellen wahrend der Entziindung ihre Position beibehalten (Abbildung 13, Abbildung 14).
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4.3 Die Heterogenitat synovialer Makrophagen-Populationen

Mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierungen von CD45°, CD11b*, Ly6G synovialen
mononukledaren Phagozyten konnten verschiedene Makrophagen-Subpopulationen
identifizieren werden (Abbildung 20).

Neben den CXs;CR1* Lining-Makrophagen, die eine charakteristische Expression von
Trem2 und Vsig4 aufwiesen, konnten weitere interstitielle Makrophagen-Populationen
unterschieden werden.

Eine interstitielle RELMa* Makrophagen-Population zeichnete sich durch die Expression
von bekannten Markern alternativer Aktivierung wie zum Beispiel CD206 und CD163 aus.
Weitere interstitielle Makrophagen-Populationen exprimierten Gene des MHCII
Komplexes sowie Aqp7 und Gene, die im Prozess der Zellteilung eine Rolle spielen. Die
Populationen der CX3CR1" Lining-Makrophagen und interstitiellen RELMa*™ Makrophagen

exprimierten solche Zellteilungs-Gene nicht und schienen somit nicht zu proliferieren.

Anhand vorangegangener Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass es sich
bei den synovialen Makrophagen um residente selbsterneuernde Zellen handelte. Auf
Basis der Analysen der Einzelzell-RNA-Sequenzierung wurden Entwicklungslaufbahnen
berechnet, die die Differenzierung der einzelnen Makrophagen-Populationen abbilden.
Ausgehend von einer proliferienden MHCII" AQP1* Population synovialer Makrophagen
differenzieren die Zellen entweder zu CXsCR1* Lining-Makrophagen oder zu interstitiellen
RELMa* Makrophagen (Abbildung 21, Abbildung 22).

Der Startpunkt dieser Entwicklungsbahn wurde durch Expression von Proliferations-
assoziierten Genen wie Cdk1, Stmn1 und Mki67 validiert. Die fehlende Expression von

57,131, in den

Mafund Mafb, als negative Regulatoren der Zellproliferation von Makrophagen
Anfangsstadien und deren Zunahme im Verlauf der Differenzierung unterstitze die
Richtung der Entwicklungslaufbahn.

Die Differenzierung von CX3CR1* Lining-Makrophagen zu RELMa* Makrophagen und vice
versa konnte durch Cx3cr1°®tR:tdTomato-Mause und Retnla®®:tdTomato-Mause
weitestgehend ausgeschlossen werden (Abbildung 13, Abbildung 24).

Die berechneten Entwicklungslaufbahnen konnten weiter durch die CSF1R“*ER:tdTomato-
Mause, welche mit Tamoxifen gefuttert wurden, bestatigt werden (Abbildung 9, Abbildung
23). Hierbei waren alle MHCII" interstitiellen Makrophagen schon nach sehr kurzer Zeit
der Behandlung tdTomato positiv. Die CX3CR1* Lining-Makrophagen und die RELMa*
Makrophagen hingegen wiesen nur einen langsamen und graduellen Anstieg der
tdTomato Expression auf, wodurch davon ausgegangen werden konnte, dass sich diese

Zellen von den MHCII" interstitiellen Makrophagen ableiteten.
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Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass synoviale CX3;CR1* Lining-
Makrophagen und die eigensténdige interstitielle RELMa* Makrophagen-Population aus
einem gemeinsamen residenten Pool synovialer MHCII* CSF1R* Makrophagen

hervorgehen.

Einzelzell-RNA-Sequenzierungen von mononuklearen Phagozyten aus der Anfangsphase
der Antikorper-vermittelten Gelenksentzindung identifizierten infiltrierende Monozyten,
welche zu Makrophagen differenzieren (Abbildungen 26 bis 29).

Diese Monozyten und Makrophagen-Populationen lieRen sich zuverldssig unteranderem
durch die Expression von CCR2 von den anderen Zell-Clustern abgrenzen. Auch bei den
infiltriernden  Knochenmark-abgeleiteten CCR2* Monozyten und Makrophagen
untereinander handelt es sich um unterschiedliche Zellpopulation. Infiltrierende klassische
Monozyten exprimierten unter anderem noch das fir sie characteristische Ly6C.

Die Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen konnten in zwei unterschiedliche
Subpopulationen unterteilt werden, wobei sich eine Subpopulation durch die Expression
des proinflammatorischen Zytokins IL-1p auszeichnete. Die zweite Subpopulation
exprimierte Arg1, welches ein zuverlassiger Marker alternativer Aktivierung darstellt und
mit anti-inflammatorischen Funktionen in Verbindung gebracht wird (Abbildung 28) "*3.
Misharin et al. postulierten, dass infiltrierende Ly6C"®" Monozyten in entziindete Gelenke
infiltrieren, einen M1 Phanotyp annehmen und die Entziindung vorantreiben. Im weiteren
Verlauf der Arthritis sollen diese M1 Makrophagen einen M2 Phanotyp annehmen und die
Resolution der Entziindung vermitteln®®.

Inwieweit die infiltrierenden Subpopulationen von Monozyten und Makrophage tatsachlich
auseinander hervorgehen ist jedoch weiterhin nicht bekannt und wurde auch in dieser

Dissertation nicht adressiert.

4.4 CX3CR1* synoviale Lining-Makrophagen bilden eine Tight-Junction-

vermittelte anti-inflammatorische Barriere im Gelenk

Die genaue Funktion von synovialen Makrophagen im gesunden und entziindeten Gelenk
war nur unzureichend verstanden, wobei davon auszugehen war, dass die verschiedenen
Makrophagen-Subpopulation unterschiedliche Aufgaben im Gelenk erflllen. Die Analyse
der Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung sortierter CX3CR1* Lining-Makrophagen und
CX3CR1 interstitieller Makrophagen sowie kultivierter BMDMs sollte Hinweise darauf
geben, welche Funktionen vor allem die CX;CR1" Lining-Makrophagen ausilben
(Abbildungen 16 bis 19).
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Besonders interessant war dabei die im Vergleich zu den kultivierten BMDMs signifikant
erhéhte Expression einer Vielzahl von Tight-Junction-assoziierten Genen wie Tjp7 und
Claudin-5.

Dass Makrophagen Uberhaupt in der Lage sind funktionale Tight Junctions auszubilden ist
weitestgehend unbekannt. Bisher wurde lediglich in einer Studie beschrieben, das
Makrophagen in vivo Tight Junctions ausbilden. In dieser Studie konnten Conan et al.
zeigen, dass Makrophagen in Granulomen hervorgerufen durch eine Mycobacterium
tuberculosis-Infektion tiber Tight Junctions miteinander verbunden sind "*.

Die Proteinexpression von TJP1 und CLDN5 konnte nun auch auf den CX3CR1" Lining-
Makrophagen mittels konfokaler Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen
werden (Abbildung 31, Abbildung 32). Die Existenz funktioneller Tight Junctions aber auch
von Desmosomen und Adherens Junctions als Zell-Zell-Kontakte zwischen CX3;CR1*
Lining-Makrophagen konnte mit Hilfe von Transmissionselektronenmikroskopie gezeigt
werden (Abbildung 33).

Im Falle einer Entzindung brechen diese Zell-Zell-Verbindungen auseinander und es

kommt zu der beschriebenen Neuausrichtung der Makrophagen.

Schon sehr zeitig nach Beginn der Anflutung der arthritogenen Antikdrper im synovialen
Gewebe konnte die Aufnahme der Immunglobuline beobachtet werden, was
moglicherweise der direkte Ausléser fir das Offnen der Membran darstellte (Abbildung
36).

Dass es sich bei diesem Offnen der Makrophagenmembran um einen von Neutrophilen
Granulozyten-unabhangigen und Monozyten-unabhangigen Prozess handelte, konnte
mittels depletierender Anti-GR1 Antikérper-Behandlung gezeigt werden, bei der es zum
Verlust der Ly6C* Zellen kam. Auch hier losten die arthritogenen Antikérper das
Aufbrechen der Membran aus ohne das Zeichen von Entziindungen wie Infiltration von

Immunzellen zu beobachten war (Abbildung 37).

Die Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie und die dreidimensionale Rekonstruktion konnte
die dynamischen Veranderungen der Membran aus CX3;CR1" Lining-Makrophagen im
gesunden Zustand und nach Initiation der Arthritis deutlich machen (Abbildung 34).

Es zeigte sich, dass es bei Induktion der Arthritis zu einer Verringerung der Dichte der
CX3CR1" Lining-Makrophagen kam und als Perforation beschrieben werden kann.

Es wurde davon ausgegangen, dass es sich bei der Membran aus CX;CR1* Lining-
Makrophagen nicht nur um eine physische sondern auch um eine funktionelle Barriere

handelt. Magnetresonanztomographie konnte in der Tat zeigen, dass die Permeabilitat
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des synovialen Gewebes fur Kontrastmittel durch Entziindungen gesteigert ist (Abbildung
35).

Die Depletion der CX3;CR1* Lining-Makrophagen flihrte ebenso zu einer gesteigerten
Permeabilitadt und Kontrastmittelakkumulation im Synovialgewebe (Abbildung 38).

Der durch die Depletion der CX3CR1* Lining-Makrophagen hervorgerufene Defekt der
Synovialmembran ging mit einer Exazerbation der Entzindung bei der K/BxN
Serumtransfer-Arthritis einher (Abbildung 38 bis 40).

Die CX3CR1" Lining-Makrophagen scheinen also einen protektiven Einfluss bei der
Initiation der Antikorper-vermittelten Entzindung zu haben. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass es auch ohne CX3CR1" Lining-Makrophagen zur Entwicklung der
Gelenksentzindungen kam.

Dass die residenten Makrophagen trotzdem einen proinflammatorischen Einfluss haben
konnen, ist jedoch nicht ausgeschlossen.

Auch Tiere denen ein Grofteil der Blutmonozyten depletiert wurde, entwickelten
Gelenksentziindungen nach K/BxN Serumtransfer (Abbildung 42). Allerdings kam es bei
permanenter Monozyten-Defizienz zu einer schnelleren Auflésung der Entziindung, was
proinflammatorische Funktionen der infiltrierenden Makrophagen nahelegt.

Die pharmakologische Stabilisierung der Tight Junctions mittels Imatinib bzw. deren
Destabilisierung durch Claudin-5 Peptidomimetika konnte zeigen, dass die protektive
Funktion die Membran aus CX3;CR1" Lining-Makrophagen unter anderem durch die Tight
Junctions vermittelt werden. Pharmakologisches Aufbrechen der Tight Junctions
verstarkte und beschleunigte die Entwicklung der Antikorper-vermittelten Entzindung. Die
Stabilisierung der Tight Junctions hingegen hatte schiitzende Auswirkungen (Abbildung
41).

4.5 Von Mausen und Menschen ...

Maus ist nicht Mensch und Mensch ist nicht Maus, aber sie sind sich doch sehr &hnlich....

Es ist klar, dass die Erkenntnisse aus Tierversuchen nicht immer auf den Menschen
Ubertragbar sind. Fur die Grundlagenforschung und die Erforschung komplexer
Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis sind Tierversuche und die heutigen
genetischen und molekularbiologischen Methoden jedoch unschatzbar wertvoll. Dabei
muss jedoch immer bedacht werden, dass am Ende der Mensch das Saugetier ist,
welches geheilt werden soll und nicht die Maus.

Somit ist es unbedingt nétig, die Erkenntnisse aus der Maus auch fir den Menschen zu

validieren.
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In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass es die Membran aus Lining-
Makrophagen in ahnlicher Weise wie bei der Maus auch im Synovialgewebe des
Menschen gibt.

Die Entdeckung von neuen Markern fir CXsCR1* Lining-Makrophagen wie TREM2 ist
geeignete, um Lining-Makrophagen und interstitielle Makrophagen auch im humanen
Synovialgewebe zu unterscheiden. So konnte gezeigt werden, dass sich die Dichte der
Makrophagen der Synovialmembran auch im Menschen im Falle einer Entziindung
reduziert.

Mit Hilfe von TREM2 als Marker konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu OA
Synovialgewebe im RA Synovialgewebe viel weniger TREM2" Lining-Makrophagen im
Verhaltnis zu interstitiellen und infiltrierenden Makrophagen vorhanden sind. Wahr
scheinlich kam es zu einer Ausdiinnung der TREM2" Lining-Makrophagen durch massive
Infiltration weiterer Makrophagen (Abbildung 43, Abbildung 44).

Frihere Studien versuchten bereits die Makrophagen im humanen Synovialgewebe

9394 Dabei konnten vier

mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung zu charakterisieren
verschiedene Monozyten-Populationen unterschieden werden, deren Expressionsprofile
Ahnlichkeiten mit den murinen Subpopulationen aufwiesen. Es wurde in diesen Studien
gezeigt, dass proinflammatorische II-13* HEBGF* Makrophagen in der Lage sind die
Invasivitdt der synovialen Fibroblasten zu steigern. Weitere funktionelle oder
mikroanatomische Schlliisse wurden nicht gezogen.

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass die inflammatorischen II-1p*
CCR2" infiltrierenden Makrophagen den humanen II-1* HBEGF® Makrophagen
entsprachen. Die infiltrierenden CCR2*ARG1* Makrophagen der Maus entsprachen der
humanen Population Interferon-aktivierten Monozyten.

Die CX3CR1* Lining-Makrophagen zeigten sehr groke Ubereinstimmungen mit den
NUPR1* Monozyten. Die murinen RELMa" interstitiellen Makrophagen &hneln sowohl
dem NUPR1" Monozyten als auch den humanen C1QA* Monozyten und die humanen
C1QA" Monozyten ahneln auch den CX3CR1" Lining-Makrophagen. Die murinen MHCII*
interstitiellen Makrophagen siedeln sich zwischen dem Pool residenter und infiltrierender
Makrophagen an und konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Unterschiedliche
Strategien des Clusterns bei der Analyse der Sequenzierungsdaten kdénnen hierbei eine
Rolle spielen (Abbildung 45).
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4.6 Ausblick

Obwohl diese Dissertation das Wissen Uber Ursprung und Funktion der synovialen
Makrophagen-Subtypen maf3geblich erweitern konnte, sind weiterhin viele Fragen offen
und erfordern weitere Untersuchungen. Im Folgenden sind einige interessante und

relevante Fragestellungen aufgefuhrt.

Wie heterogen sind infiltrierende Makrophagen?

In dieser Arbeit wurde auf die Ontogenese und Differenzierung von residenten
Makrophagen-Populationen eingegangen. Nicht weniger interessant sind jedoch auch die
infiltrierenden Monozyten und Makrophagen, die die Entziindung mitunter voranzutreiben
scheinen, da sie proinflammatorische Zytokine wie zum Beispiel IL-13 produzieren.

Weitere infiltrierende Makrophagen exprimierten hingegen Gene, die charakteristisch fur
alternative  Aktivierung waren und moglicherweise anti-inflammatorische und
entzindungauflésende Funktionen ausliben. Wie heterogen die Populationen der
infiltrierenden Makrophagen tatsachlich sind, muss in weiteren Versuchen analysiert
werden. Dabei geht es vor allem darum, die genauen Funktionen der Subtypen zu
entschlisseln. Ebenso muss der Differenzierungsweg vom Blutmonozyten zum
inflammatorischen Gewebsmakrophagen untersucht werden. Wobei man hier die
unterschiedlichen Signalwege und deren Aktivatoren, welche die Differenzierung steuern,

aufklaren sollte.

Sind CX5CR1" Lining-Makrophagen an der Produktion der Synovialfiiissigkeit beteiligt?

Eine der Funktionen des Synovialgewebes ist die Produktion der Synovialflissigkeit.
Diese wird als Ultrafiltrat des Blutes verstanden, welches durch Sezernierung von
Proteinen, wie Lubricin und die Produktion von Makromolekilen wie Hyaluronsaure durch
das synoviale Gewebe die charakteristischen Eigenschaften der Gelenkschmiere erhalt'.
Bezlglich der Funktion synovialer Makrophagen sind hierbei zwei Aspekte besonders
interessant: die Produktion von Lubricin und eine potentielle allgemeine Filterfunktion.

Es wurde bisher angenommen, dass vor allem synoviale Fibroblasten Lubricin

%5, Die Analyse des Transkriptoms der synovialen CX3;CR1* Lining-

produzieren
Makrophagen und die Detektion von Lubricin-Transkripten legen nahe, dass auch diese

Zellen an der Produktion dieses wichtigen Glykoproteins beteiligt sind.

Far die Filtration des Blutes ist naturgemaf ein Gewebe mit Filterfunktion notwendig. Gut
bekannt sind zum Beispiel die Podozyten und das Schlitzdiaphragma in den Glomeruli der

Niere 6, welche fiir die Produktion des Primarharns eine wichtige Rolle einnehmen. Uber
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die Filterfunktion des Synovialgewebes ist kaum etwas bekannt. Betrachtet man die
transmissionselektronischen Aufnahmen der Synovialmembran, féallt auf, dass die
Zellzwischenraume ausgehend von kapillaren Gefalken mit zunehmender Annaherung an
den Gelenkspalt abnehmen (Abbildung 5).

Die synovialen Fibroblasten sind relativ lose in der kollagenreichen extrazellularen Matrix
eingebettet. Die synovialen CX3CR1" Lining-Makrophagen stehen schlie3lich in sehr
engem Kontakt zueinander. Eine extrazellulare Matrix ist kaum noch vorhanden.

So kann man die Hypothese aufstellen, dass Makrophagen ein wesentlicher Bestandteil
eines physischen und funktionellen Filtersystems darstellen. Weitere Experimente zur
potentiellen Filterfunktion von CX3CR1* Lining-Makrophagen sind nétig, um zu verstehen,
ob und welche Rolle synoviale Makrophagen, bei der Produktion der Synovialflissigkeit

spielen.
Wie interagieren synoviale Makrophagen und Fibroblasten miteinander?

Uber die Wechselwirkungen von synovialen Makrophagen und synovialen Fibroblasten ist
nicht viel bekannt. Viele Forschungsprojekte betrachteten die Funktionen der Zelltypen
isoliert 77:95:142,

Im  humanen System konnte bereits gezeigt werden, dass infiltrierende
porinfammatorische IL-1B* HBEGF® Monozyten die Invasivitdt von synovialen
Fibroblasten fordern®. Da beide Zelltypen im gesunden Gelenk schon rein raumlich in
sehr enger Beziehung zueinander stehen, sind intensive Wechselwirkungen anzunehmen,
die auch unter physiologischen Bedingungen bestehen. Die Verknipfung von Einzelzell-
RNA-Sequenzierungsdaten von synovialen Makrophagen mit denen der synovialen
Fibroblasten kénnte dabei komplexe Netzwerke aus Stimulatoren des einen Zelltyps und

Rezeptoren und korrespondierender Signalwege des anderen zum Vorschein bringen.
Was sind die synovialen Makrophagenvorlédufer?

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass ausdifferenzierte synoviale
Makrophagen-Populationen von einem gemeinsamen residenten Vorlaufer abstammen.
Diese Vorlauferzellen missen naher charakterisiert werden. Es ist nicht geklart, ob es sich
bei diesen Vorlauferzellen um eine Art Stammzellpopulation handelt oder ob es sich
lediglich um eher undifferenzierte Makrophagen handelt, die schlie3lich in Antwort auf
bestimmte Stimuli einen Differenzierungsweg in Richtung CX3sCR1* Lining-Makrophagen
oder RELMa" interstitielle Makrophagen einschlagen.

Dabei ist nicht bekannt, welche Faktoren eine potentielle ,stem cell-ness“ oder

Oligopotenz der Vorlaufermakrophagen im synovialen Gewebe bestimmen.
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Yasutaka Okabe & Ruslan Medzhitov stellten ein Konzept vor, in dem davon ausgegangen
wird, dass Makrophagen entsprechend der funktionellen Anforderungen eines bestimmten
Gewebes oder Organs spezifische Stimuli bereit gestellt bekommen, die wiederum die
Differenzierung und Funktionalitat der Makrophagen bestimmen®?.

Im Synovialgewebe und in der Synovialflissigkeit sind vor allem Knorpel- und
Fibroblasten-Metabolite wie Hyaluronsaure zu finden. Ein Rezeptor fur Hyaluronsaure ist
CD44 °. Dieser Oberflachenrezeptor konnte unter anderem auch auf den synovialen
Vorlaufermakrophagen gefunden werden (Daten wurden nicht gezeigt.). Ein potenzielles
Szenario hierbei ware, dass die Makrophagenvorlaufer Molekule wie Hyaluronsaure oder
auch Kollagen-Derivate wahrnehmen und ihr Expressionsprofil dementsprechend
anpassen und final zu CX3CR1" Lining-Makrophagen differenzieren. Diese sind nun in der
Lage das umliegende Gewebe vor den proinflammatorischen Knorpel-Metaboliten

abzuschirmen und verhindern somit eine Entziindung.
Bilden die CX3CR1" Lining-Makrophagen ein funktionelles Synzytium?

Mitttels konfokaler Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie konnte auch Connexin-43,
welches ein integraler Bestandteil der Gap Junctions ist, detektiert werden. Eine
interzellulare Zellkommunikation ist daher sehr wahrscheinlich. Welche Signalmolekiile
hierbei eine Rolle spielen ist jedoch unbekannt. In einer Studie die sich mit der
funktionellen Rolle von Makrophagen des Herzens beschaftigte, konnte gezeigt werden,
dass diese kardialen Makrophagen ebenfalls Gap Junctions ausbilden und an der

Reizweiterleitung im Herzen beteiligt sind'’

. Vor diesem Hintergrund ist es moglich, dass
synoviale CX3sCR1" Lining-Makrophagen ein funktionelles Synzytium bilden, welches lber
Signalmolekule und Inonenstrome kommuniziert. Kalzium als wichtiger second
messenger kdnnte hierbei eine hervorgehobene Rolle in der Physiologie der synovialen
Makrophagen einnehmen, da die CX3CR1* Lining-Makrophagen zum Beispiel hoch

selektiv das Kalzium-bindende Protein S100b exprimierten.
Welche Rolle spielt TREM2?

In den Analysen der Sequenzierungsdaten tauchten eine Reihe weiterer interessanter
Gene auf, deren Erforschung weiter Aufschlisse Uber die Funktion synovialer
Makrophagen geben kdnnen.

Hierbei ist vor allem TREM2 ein sehr Interessantes Protein, das unter anderem in der
Pathogenese von Alzheimer als Erkrankung des zentralen Nervensystems eine wichtige
Rolle zu spielen scheint'?'. Generell weisen Mikroglia des Gehirns und CX3CR1* Lining-
Makrophagen bezlglich ihres Transkriptionsprofils viele Gemeinsamkeiten auf. So

exprimieren beide Zelltypen Gene wie Cx3cr1, Sparc, Trem2, Hexb, Itgb5 und weitere™.
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Da auch Mikroglia an der Funktionalitat einer Barriere, der Blut-Hirn-Schranke, beteiligt

sind, existiert moglicherweise eine Art allgemeines transkriptionelles ,Barriere-Profil“.

Eine generelle, potenziell anti-inflammatorische Barriere-Funktion von Makrophagen
kdnnte auch in Bezug auf Tumore mit ihnren Tumor-assoziierten Makrophagen oder bei der
Makrophagen-vermittelten Granulombildung bei Infektionen mit Mykobakterien sowie bei
Sarkoidose von besonderer Bedeutung sein.

Modifizierungen dieser Makrophagen-vermittelten Barrieren durch pharmakologische
Stabilisierungen oder Destabilisierungen koénnten somit neue Strategien bei der

Pravention und Behandlung einer Vielzahl von Erkrankungen darstellen.
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CX3CR1"* Lining-Makrophagen bilden eine dichte Tight Junction-vermittelte
physische Barriere in synovialen Gelenken.

CX3CR1* Lining-Makrophagen gehen aus einem residenten Pool von
interstitiellen Vorlauferzellen hervor.

CX3CR1* Lining-Makrophagen richten sich wahrend einer Entzindung zum
Synovialspalt hin aus. Es kommt zum Aufbrechen der Makrophagen-
Barriere.

CX3CR1* Lining-Makrophagen sind protektiv und beseitigen Zelltrimmer

aus der Synovialflissigkeit
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6. Material und Methoden

Die in dieser Doktorabeit verwendeten Methoden und Materialien sind in Culemann et al.’

beschrieben und werden im folgenden erneut detailiert erlautert und aufgefihrt.

6.5 Mause

Die Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit deutschem Gesetz und den
Richtlinien der Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA)
durchgefuhrt und wurden durch die Regierung von Unterfranken genehmigt. Die
Parabiosen wurden durch die Tierschutz- und Ethik-Kommission des Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares, Carlos I, und lokale Behérden genehmigt.

Sowohl mannliche als auch weibliche Mause im Alter von 8 bis 18 Wochen wurde, soweit
nicht anders angegeben, verwendet. Verpaarung und Versorgung der Tiere erfolgte durch
Mitarbeiter der Versuchstiereinrichtungen der Universitat Erlangen unter pathogenfreien

Bedingungen. Folgende Mause wurden fir die Studien verwendet:

Tabelle 2 Verwendete Mausstamme

e Hersteller/Vertreiber Identifikationsnummer
Stammabkiirzung

Maus: C57BL/6 C57BL/6J Charles River

Maus: C57BL/6 C57BL/6JRj Janvier Labs
Tg(Cx3cr1- .

Maus: Cx3cr1e-R26- cre)MW126Gsat/Mmucd MMRRC 036395-UCD

¢ dTon.7ato ’ Mouse: B6;129S6-
Gt(ROSA)26Sorm9(CAG- The Jackson Laboratory 007905
thomato)Hze/ J
STOCK Tg(ACTB-

Maus: DsRed DsRed*MST)1Nagy/J, The Jackson Laboratory 005441
DsRed.T3

Maus: Cx3cr1°eER 2335353(1%);@?72) Jung) | The Jackson Laboratory 020940
FVB-Tg(Csf1r-

. creER

Maus: CSF1R cre/Esr1*)1Jwp/d The Jackson Laboratory 019098
C57BL/6-

Maus: iDTR Gt(ROSA)26Sortm1(HBEG  The Jackson Laboratory 007900
F)Awai/J
B6;129S6-

Maus: tdTomato Gt(ROSA)26Sorm9(CAG- The Jackson Laboratory 007905

thomato)Hze/ J

C57BL/6-Tg(Csf1r-

Maus: CD115DTR The Jackson Laboratory 024046

HBEGF/mCherry)1Mnz/J

Maus: Cx3cr19® B6.129P-Cx3cr1tm1Litt/J The Jackson Laboratory 005582
C57BL/6-Tg(Csf1r-EGFP-

Maus:Csf1r9% EJE?CT(/RJ/FKBMA/TNFRSFG) The Jackson Laboratory 005070

ColVI°®-M&use wurden im Labor von George Kollias hergestellt '*¢. Retnla®;tdTomato

Mause wurden im Labor von David Vohringer generiert.
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6.6. Humane Synovialbiopsien

Synovialbiopsien wurden von Patienten mit diagnostizierter rheumatoider Arthritis (RA,
2010 EULAR/ACR Kriterien fur rheumatoide Arthritis) oder Osteoarthritis (OA) gewonnen.
Alle Patienten waren mindestens 18 Jahre alt. Die Patienten wurden informiert und
unterzeichneten eine Einverstandniserklarung. RA-Proben wurden von Patienten der
Medizinischen Klinik 3 - Rheumatologie und Immunologie des Universitatsklinikums
Erlangen aquiriert. Die OA-Proben stammen von Patienten der Unfallchirurgie des

Universitatsklinikums Erlangen.

6.6 Mausmodelle fur experimentelle Arthritis

K/BxN Serumtransfer-Modell. Das K/BxN Serumtransfer-Modell'® ist ein Antikdrper-
vermitteltes Arthritismodell bei dem eine Polyarthritis durch die intraperitoneale Injektion
von 150ul K/BXxN Serum ausgeldst wird. K/BxN Serum wurde von K/BxN Mausen, die
bereits eine Polyarthritis entwickelten, gesammelt. Dieses Serum enthalt Antikdrper gegen
das Enzym Glukose-6-Phosphatisomerase, welche die Entziindung verursachen.

Die Evaluation der klinischen Entwicklung der Arthritis erfolgte durch Anwendung eines
semiquantitativen klinischen Indexes. Dabei erhielt jede Pfote einen individuellen Score,
welcher den Grad der Entziindung beschreibt: 0 = Keine Zeichen von Entzindung; 1 =
Geringe Schwellung und Rétung einer Pfote oder einzelner Zehen; 2 = Mittelgradige
Schwellung und Rétung einer Pfote oder mehrerer Zehen; 3 = Starke Schwellung und
Rétung der gesamten Pfote; 4 = Maximale Entziindung der Pfote. Die Summe der Scores
aller vier Pfoten entspricht dem klinischen Index, welcher somit von minimal 0 bis maximal
16 reicht. Zusatzlich wurden die Pfotenschwellungen mittels Kaliper metrisch erfasst.
Dabei wurde die Breite der horizontalen Ausdehnung des Sprunggelenkes und die

vertikale Ausdehnung des MittelfuRbereiches erfasst und adiert.

Kollagen-induzierte Arthrits. Die Durchfiihrung der Kollagen-induzierten Arthritis wurde

49 Hierbei wurden Mause durch eine

bereits in einer anderen Studie beschrieben
intradermale Injektion einer Emulsion aus 200ug Huhnerkollagen Typ Il (Sigma C-930),
250ug Hitze-inaktivierter Mykobakterien (Mycobacterium tuberculosis H37RA) und
Freund’s Adjuvant (Sigma #F5506) immunisiert. Die Immunisierungen erfolgten an Tag 0

und Tag 21.
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6.7 In vivo Behandlungen

Tamoxifen-Behandlungen. Cx3cr1°R:tdTomato Mause erhielten 0,8mg Tamoxifen
zweimal innerhalb von 48 Stunden durch intraperitoneale Injektion, um sytemisch wirksam
zu sein. Tamoxifen wurde in Ethanol gelést (100 mg/500 ul) und in Erdnussdl auf eine
Konzentration von 4 mg/ml verdinnt. Fir die intra-artikulare, lokale Anwendung des
Tamoxifens in Kniegelenken von Cx3cr1®tR:tdTomato-Mausen wurden 25ul (Z)-4-
Hydroxytamoxifen (Sigma, H7904) geldst in PBS mit 4% Ethanol ins Knie injiziert.
CSF1R®ER:R26-dtTomato Mause erhielten fir fiinf Tage, vier Wochen oder sechs
Wochen Futter, welches 400 mg/kg Tamoxifen-Zitrat (envigo) enthielt.
Diphtherietoxin-Behandlung. Cx3cr1“?:iDTR-Mause wurden systemisch durch eine
intraperitoneale Injektion von 500 ng DT/Maus an zwei aufeinander folgenden Tagen funf
Tage vor Injektion des K/BxN Serums behandelt. Fir die lokale Depletion wurden drei
Tage vor dem K/BxN Serumtransfer 50ul PBS mit 50ng DT in die Hinterpfote injiziert. Die
kontralaterale Pfote diente als Kontrolle wobei 50ul PBS injiziert wurden.
LysM*®:CD115DTR Mause wurden taglich mit Diphtherietoxin (DT) behandelt. Einen Tag
vor K/BxN Serumtransfer wurden 500ng DT/Maus intraperitoneal injiziert. An jedem
weiteren Tag erfolgte die Behandlung in gleicher Weise jedoch mit einer reduzierten DT
Menge von 100ng/Maus. Um die Depletion und Repopulation von Makrophagen in
LysM*®:CD115DTR Mausen zu untersuchen, wurde das DT (500 ng/Maus) dreimal
wochentlich bis zum Tag 10 intraperitoneal verabreicht.

Claudin-5 Peptidomimetika. Die Claudin-5 Peptidomimetika (C5C2, Sequenz:
SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH2) und die Kontrollvariante des Peptids
(C5C2scr, AHLVRSVSDVMQSQTGKTSESYSAVQLVA-NH2) wurde in PBS rekonstituiert
und intravends in die Schwanzvene appliziert. Dabei wurden 3,5 pmol/kg einen Tag vor
und einen Tag nach dem K/BxN Serumtransfer injiziert. Im Fall der Analyse mittels
Magnetresonaztomograph wurde nur einmal am Tag vor Ausldsen der Arthritis behandelt.
Die Kontrollvariante des C5C2 wurde vom humanen C5C2 abgeleitet. Das humane und
das murine C5C2 stimmen zu 93,1% in ihrer Aminosauresequenz uberein (humane C5C2
Sequenz: SSVVQSTGHMQSKVYDSVLALSTEVQAAR-NH2). Die Kontrollvariante wurde
an Tight Junctions von bEND.3 Mausendothelzellen und an der Blut-Retina-Schranke in
vivo getestet und hatte keinen Effekt.

Imatinib-Behandlung. Imatinib wurde in wassriger Lésung (0.5%
(hydroxypropyl)cellulose und 0,05% TWEEN 80 in Wasser) geldst und zweimal taglich

beginnend einen Tag vor K/BxN Serumtransfer oral verabreicht.
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Injektion Fluorophor-markierter Antikérper von K/BxN Serum.

AB47-markierte IgGs von K/BxN Serum wurden intravends zusammen mit K/BxN Serum
im Verhaltnis 1:4 injiziert. Die Aufreinigung der IgGs des Serums erfolgte mittels protein-
G Gravi-Trap (GE Healthcare, 28-9852-55). Die Markierung der 1gGs wurde mit dem
SAIVI™ Alexa Fluor™ 647 Antibody/Protein 1 mg-Labeling Kit durchgefihrt.

Anti-Gr-1 Behandlung. Die antikdérpervermittelte Depletion von neutrophilen
Granulozyten und Ly6C* Monozyten erfolgte mit InVivoPlus anti-mouse Ly6G/Ly6C (Gr-
1) antibody (clone: RB6-8C5, Bio X Cell, BP0O075) durch intravendse Injektion (200ul)
einen Tag vor Ausldsen der Arthritis. Als Kontrolle wurde InVivoPlus rat 1IgG2b isotype
control, anti-keyhole limpet hemocyanin (200ug, i.v., clone: LTF-2, Bio X Cell, BP0090)

verwendet.

6.8 Parabiosen

Die Parabiosen wurden im Labor von Andres Hidalgo durchgefiihrt. Dabei wurden die
Mause narkotisiert und an der entsprechenden Kdérperseite rasiert. Die Haut zweier Tiere
wurde Uber die Lange vom Ellenbogen bis zum Knie gedffnet. AnschlieRend wurden
Olekranon und Knie der beiden Mause zusammengenaht (Propylene Naht, 5/0). Die
dorsale und ventrale Haut der beiden Mause wurde vernaht. Nach der Operation erhielten
die Tiere eine einzelne Injektion von Buprenorphin subkutan. Nach 6 bzw. 9 Wochen
wurden die Mause getétet und mittels Durchflusszytometrie oder histologisch analysiert.
Der Chimerismus der Gewebe wurde als Quotient der Verteilungen der Partner-
abgeleiteten Blutmonozyten zu den Gewebsmakrophagen der synovialen Gelenke der

Hinterpfoten dargestellt.

6.9 Durchflusszytometrie und Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)

Blutproben wurden in 15 ml Falcon Réhrchen mit 2mM EDTA und 4% Hitze-inaktiviertem
fotalem Kalberserum (FCS) mittels Heparin-beschichteter Glaskapillare gesammelt. Die
Lyse der Erythrotzyten erfolgte mit destillietem Wasser mit anschlieRender
Supplementierung von 10xPBS. Die Zellen wurden mit 10% Rattenserum in PBS bei
Raumtemperatur blockiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Fluorophor-konjugierten
Antikorpern in PBS/5% Rattenserum fir 20 Minuten bei 4°C gefarbt. Fir die
Durchflusszytometrie wurden die Zellen in PBS mit 2%FCS Uberflhrt.
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Zur Isolation von synovialen Makrophagen wurden die Hinterpfoten der Mause verwendet.
Dabei wurden Haut, Sehnen und Muskel entfernt. Die Dissoziation des Gewebes erfolgte
in einer Lé6sung aus RPMI Medium mit 2 mg/ml Kollagenase von Clostridium histolyticum
(Sigma, C5138-1G) und DNAse (0.03mg/ml, Sigma 9003-98-9) fiir 45 Minuten bei 37°C.
AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS/2% FCS/2mM EDTA gewaschen und mit einem
70um Zellfilter filtriert. Nachdem die Zellen mit 10% Rattenserum/PBS blockiert wurden
(Raumtemperatur, 10 Minuten), erfolgte die Farbung mit konjugierten Antikdrpern fir 20
Minuten bei 4°C. Fur die Durchflusszytometrie wurden die Zellen in PBS mit 2%FCS
Uberfuhrt. Um die Proliferationsfahigkeiten der Zellen zu untersuchen, wurde den Mausen
funf Stunden vor dem Sammeln der Zellen EdU intraperitoneal (50 mg/kg) injiziert. Die
Detektion des EdU erfolgte mittels EAU base click EdU-Flow Cytometry Kit 488 (BCK-
FC488-100).

Humane Synovialmakrophagen wurden aus synovialem Gewebe von Kniegelenken von
Patienten isoliert. Dazu wurde das Gewebe in einer L6sung aus RPMI Medium mit 2 mg/ml
Kollagenase von Clostridium histolyticum und DNAse (0.03mg/ml) fiir 45 Minuten bei 37°C
dissoziiert. Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen wurden, erfolgte die Inkubation in
ZombieAqua (1:1000, Biolegend) fur 15min bei Raumtemperatur fur die spatere
Diskriminierung lebender und toter Zellen. Anschlielend wurden die Zellen mit
4%PFA/PBS fur 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert, mit 1%BSA/PBS gewaschen und
mit einem Saponin-basierten Puffer permeabilisiert. Die Farbung mit CD11b-AF488, MHC
[I-PE, CD14-PeCy7, CD45-AF700, CD1c-PerCP/Cy5.5, CD20-BV421, CD15-BV421, und
Trem2-APC erfolgte ebenfalls im Saponinpuffer (Gber Nacht bei 4°C. Die
Durchflusszytometrie wurde am CytoFLex S, Beckman Coulter durchgefiihrt. Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung wurde am MoFlo XDP, Beckman Coulter, mit dem Summit
Software System durchgefuhrt.

Die Analyse der FACS-Daten erfolgte mit folgenden Programmen: Kaluza (Beckman
Coulter, Version 1.5a), CytExpert (Beckman Coulter, Version 2.2.0.97) oder FlowJo
(Version 7.6.5).

6.10 Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung

Sortierte CXsCR1" und CX3CR1"synoviale Makrophagen von Hinterpfoten von Cx3cr19¥
Mausen und kultivierten Knochenmarksmakrophagen (bone marrow-derived macropages,
BMDM) wurde fiir die Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung verwendet. CD45%, CD11b",
F4/80*, CX3CR1" und CX3CR1- Makrophagen von Cx3cr19% Mausen wurden sortiert.

BMDMs wurden aus dem Knochenmark der Femura von C57BL/6 Mausen isoliert und in
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DMEM (10%FCS, 1% Pen/Strep) kultiviert. Nach einem Tag wurden die nicht-adharenten
Zellen gesammelt und in M-CSF-konditioniertem DMEM (10%FCS, 1% Pen/Strep) zu
Makrophagen differenziert. Die RNA Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini kit
(QIAGEN,Cat No./ID: 74104). Die libraries wurden einer single-end Sequenzierung auf
der HighSeq-2500 platform (lllumina, San Diego, CA) unterzogen. Die erhaltenen reads
wurden in das .fastqg Format konvertiert und mittels bcl2fastq v2.17.1.14 gemultiplext.
Qualitatsfilterung wurde mit cutadapt v. 1.15 durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die reads
mit STAR aligner v. 2.5.4a 4 gegen das Mausreferenzgenom (Ensembl GRCm38, release
91) zugeordnet. Die read counts pro Gen wurden mit dem featureCounts program v. 1.6.1
5 erhalten. Alle folgenden Analysen wurden mit R version 3.5.0 (R Core Team 2015)
durchgefiihrt. Dazu gehérten die Analyse der differentiellen Genexpression (DESeq2

package v.1.20.0 6) und die Erstellung der Diagramme (ggplot2_2.2.1 package).

6.11 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Sortieren der CX3CR1" und CX3CR1" synoviale Makrophagen von Hinterpfoten von
Cx3cr19% Mausen und die Differenzierung der BMDMs von C57BL/6 M&usen sowie die
Isolation der RNA wurde, wie oben beschrieben (Abschnitt 6.10), durchgeflhrt. Human
leukemia virus reverse transcriptase vom Gene Amp RNA PCR kit (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) und oligo(dT)+s primers (Invitrogen) wurden zur Durchfiihrung der
reversen Transkription der totalen RNA benutzt. Folgende Primer-Sequenzen wurden
verwendet '°%'%": R-actin: TGT CCA CCT TCC AGC AGA TGT (sense), AGC TCA GTA
ACA GTC CGC CTA GA (antisense); ZO-1:GCT AAG AGC ACA GCA ATG GA (sense),
GCA TGT TCA ACG TTA TCC AT (antisense); Claudin 5 TTA AGG CAC GGG TAG CAC
TCA CG (sense), TTA AGG CAC GGG TAG CAC TCA CG (antisense), Claudin 10: TGG
TGT GTG GTG TTG GAG GGT TTG G (sense), TGG AAG GAG CCC AGA GCG TTA
CCT G (antisense).

6.12 Einzelzell-RNA-Sequenzierung

Die Einzelzell-RNA-Sequenzierung wurde mit sortierten CD45°, CD11b*, Ly6G
synovialen Zellen von gesunden und arthritischen Cx3cr1“°R:tdTomato-Mausen
durchgefuhrt. Die erkrankten Tiere erhielten K/BxN Serum und die Zellen von Tag 1, Tag
2 und Tag 5 wurden mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung isoliert. Vier Wochen vor

dem K/BxN Serumtransfer erhielten die Mause zweimal intraperitoneal 0,8mg Tamoxifen
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innerhalb von 48 Stunden. 10x Chromium Single Cell 3" Solution v2 wurde zur
Aufbereitung der Zellen verwendet. Die Sequenzierung erfolgte am lllumina HiSeq 2500
Sequenzierer bis zu einer Tiefe von 100M reads. Die reads wurden in das fastq Format
mittels mkfastq vom cellranger 2.1.0 (10X Genomics) konvertiert. Die Abgleichung an das
Referenzgenom (GRCm38, Ensembl annotation release 91) einschlieflich der Information
zu tdTomato wurde mittels cellranger 2.1.0 (10X Genomics) vollzogen. Die primaren
Analysen und die Qualitatsfiltrierung (gene count per cell, UMI count per cell, percent of
mitochondrial transcripts), Clustern der Zellen, die Regression der Zellzyklus-Gene
aufgrund kanonischer Marker, die Identifikation der Markergene und die Darstellung der
Genexpressionen wurde mit dem R Paket Seurat (Version 2.3) "2 durchgefiihrt.
Berechnungen und Darstellung der Genexpression als Funktion des
Differenzierungsgrades (Pseudotime) wurde mit dem R Paket Monocle 2 ausgefihrt. Die
Berechnungen der Pseudotime erfolgte anhand der top 1000 zwischen den Clustern

differenziell exprimierten Genen %3154

. Fur die gene ontology enrichment Analysen
biologischer Prozesse wurde der PANTHER Statistical Overrepresentation Test

(http://www.pantherdb.org) genutzt.

6.13 Probenaufbereitung fiir Inmunfluoreszenzmikroskopie

Die Beine der Mause wurden prapariert und in 4% PFA/PBS (pH = 7.4) fur 12h bei 4-8°C
fixiert. Anschliefend wurden die Proben in Dekalzifizierungs-Lésung (14% EDTA, NH4OH,
pH 7,2) fur 10 Tage entkalkt. Die entkalkten Proben wurden daraufhin in 30%
Saccharose/PBS-Lésung Uberfuhrt . Nach 24h in der Zuckerlésung wurden die Proben in
TissueTek eingebettet und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert.
Gewebeschnitte (7um) wurden mit einem Leica CM 3050 S Cryostat und Cryofilm Type
2C(9) (catalog no. C-MK001-A2, Section-Lab Co. Ltd.) angefertigt.

Die Gewebeschnitte wurden mit 10% Rattenserum/PBS oder 0,2% BSA/PBS fir eine
Stunde blockiert und anschlieRend fir eine weitere Stunde mit 0,1% Saponin/PBS bei
Raumtemperatur permeabilisiert. Die Antikérperfarbungen wurden fir 4 Stunden bei
Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4°C in 10% Rattenserum/PBS oder 0,2% BSA/PBS
durchgefiihrt. Im Falle des Gebrauchs von Primarantikdrpern wurde anschlieBend mit
Fluorophor-konjugierten Sekundarantikdrpern (Donkey anti-Rabbit IgG AF488 or AF647
antibody) fur 4 Stunden bei Raumtemperatur in 10% Rattenserum/PBS oder 0,2%
BSA/PBS inkubiert. Nach den Antikérperfarbungen wurden die Schnitte mit PBS
gewaschen und mit DAPI (10 Minuten) oder SYTOXBIue (1 Stunde) bei Raumtemperatur
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gefarbt. SchlieBlich wurde noch drei weitere Male mit PBS gewaschen und mit Dako

Fluorescence Mounting Medium eingebettet.

6.14 Bright-field-Fluoreszenzmikroskopie (BFM).

Mikroskop: Nicon Eclipse Ni-U Mikroskop; CFI Plan Fluor Objektive: 10x (NA 0.30), 20x
(NA 0.50), oder 40x (NA 0.75); Halogenlampe;

Filtereinstellung flr Exzitationslicht (ex) und Emissionslicht (em):

DAPI ex: 390/18 nm und em: 460/60 nm,

FITC/AF488 ex: 475/35 nm und em: 530/43 nm,

tdTomato/AF594 ex: 542/20 nm und em: 620/52 nm,

AF647 ex: 628/40 nm und em: 692/40 nm.

Die generierten Daten wurden mit der Imaris Software aufgearbeitet.

6.15 Konfokale Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskopie (CLSM).

Mikroskop: Leica TCS SP 5 Il konfokales Mikroskop mit AOTF und AOBS, und HyD
Detektion auf einem DMIG000 CS frame.

Objektive: HCX PL APO 100x Olobjektiv mit einer NA von 1,44.

Folgende Laser- und Detektionseinstellungen fir die spezifischen Fluorophore und
Fluoreszenzproteine wurden verwendet:

tdTomato: DPSS Laser mit 561nm und Detektion mittels HyD bei 600-650nm,
FITC/AF488: Argon Laser mit 488nm (Exzitation) und HyD Detektor bei 500-550nm
SytoxBlue: Argon Laser mit 4568nm (Exzitation) und HyD Detektor bei 470-520nm
AF647: Helium-Neon Laser mit 633nm (Exzitation) und HyD Detektor bei 650-700nm
Die generierten Daten wurden mit Huygens Professional dekonvolutiert und mit der

Imaris Software dreidimensional rekonstruiert.

6.16 Optisches Clearing muriner Kniegelenke.

Optisches Clearing von murinen Kniegelenken fiur Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie
wurde durchgefiihrt, wie von Klingberg et al. beschrieben '%°. Einigen Mausen wurden vor
dem Clearing Fluorophor-konjugierte Antikérper intravends injiziert (2.5 ug Ly6G-AF647
oder CD31-AF647 in PBS). Eine Stunde nach Injektion der Antikérper wurden die Mause
getdtet und mit einer Lésung aus 5mM EDTA/PBS und 4%PFA/PBS (pH = 7.4) perfundiert.
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Die Kniegelenke prapariert. Dabei wurden die Muskeln und grof3en Ligamente und
Sehnen mit Ausnahme der Patella und dazugehériger Sehne entfernt. Anschlie3end
wurden die Proben in 4%PFA/PBS (pH = 7.4) fir 4 Stunden bei 4-8°C fixiert. Folgend
wurden die Proben bei 4°C in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (50%, 70% und
zweimal 100% Ethanol), pH 9.0. Das Clearing erfolgte in Zimtsaureethylester fur 6

Stunden bei Raumtemperatur.

6.17 Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM).

Mikroskop: LaVison BioTec Ultramicroscope Il mit Olympus MVX10 Zoom-Koérper
(Olympus, Tokyo, Japan), ein LaVision BioTec Laser Modul, und eine Andor Neo sCMOS
Kamera mit einer Pixelgréf3e von 6.5 ym.

Bereich der optischen Vergrofterung: 1.263 bis 12.63; NA von 0.5.

Exzitations- und Detektionseinstellungen:

Autofluoreszenz: Exzitation: 488 nm optically pumped semiconductor laser (OPSL);
Detektionsfilter: 525/50 nm

tdTomato: Exzitation: 561nm OPSL,; Detektionsfilter: 620/60 nm

CD31-AF647 oder Ly6G-AF647: Exzitation: 647 nm Diodenlaser; Detektionsfilter:
680/30nm

Optischer Zoomfaktor: 1.26 bis 8;Lichtblatt-Dicke: 5-10 pm.

6.18 3D-Analyse der Dichte der synovialen Makrophagenmembran

Die Dichte der Lining-Makrophagen wurde als Verhaltnis des Volumens der tdTomato®
Zellen zum Volumen der Synovialmembran berechnet.

Die dreidimensionale Rekonstruktion der Kniegelenke der Mause auf Basis der durch das
LSFM aufgenommenen Daten wurde mit der Imaris Software erstellt.

Durch manuelles Surface Rendering wurde die Synovialmembran isoliert. Die Volumina
der isolierten Synovialmembran und der tdTomato® Zellen wurde vollautomatisch durch
die Imaris Software mittels rendering tool mit einem GréRenschwellenwert von 5um fur

tdTomato® Zellen und 10um fiir das synoviale Gewebe ermittelt.
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6.19 Magnetresonanztomographie (MRT).

Die Mause wurden mit Isofluran anasthesiert. Ein Schwanzvenenkatheter zur Applikation
des Kontrastmittels wurde gelegt. Die Korpertemperatur wurde wahrend der gesamten
Messung mit einer warmenden Unterlage konstant gehalten. Die Atmung wurde wahrend
der Messung uberwacht. Als MRT Gerat wurde ein ClinScan 70/30 7 Tesla MRI System
(Bruker) mit RatBrain 1H-Surface Coil (Bruker). Dynamische kontrastverstarkte (DCE)
MRT-Messungen erfolgten mit einer fast low angle shot (FLASH)-Sequenz ((repetition
time (TR)/echo time (TE): 2.92ms/0.88 ms, flip angle: 25°, voxel size: 0.182 x 0.182 x 0.7
mm, matrix 192 x 192, Aquisitionszeit von 12 Minuten mit 100 Messungen). Das
Kontrastmittel (0,1mmol/kg Gadovist, Bayer) wurde nach 40 Sekunden Uber die Dauer von
10 Sekunden injiziert. Sowohl sagitale als auch die transversalen T1-gewichteten
Aufnahmen (voxel size: 0.078 x 0.078 x 0.7mm, TR/TE: 500 ms/9 ms, matrix 448 x 448)
wurden gemacht, nachdem die DCE-Messung durchgefiihrt wurde. Mittels Horos Software
(horosproject.org) wurde die mittlere Anreicherung des Kontrastmittels quantifiziert. Wobei

das Synovialgewebe als region of interest (ROI) definiert wurde.

6.20 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

Kniegelenke von Wildtyp-Mausen wurden fir zwei Tage in ITO-Fixierungslésung (2,5%
Glutaraldehyd, (Roth, 4157.1), 2,5% Paraformaldehyd (Roth, 0335.3), 0,1M Cacodylat-
Puffer (Roth, 5169.2) and 0,3% Pikrinsaure geldst in PBS, pH 7.3) fixiert. AnschlieRend
wurden die Proben flir zwei Wochen in Dekalzifizierungslésung (14% EDTA in 0,1M
Cacodylat-Puffer ) entkalkt und schliellich in Epon eingebettet. Ultra-Dinn-Schnitte
(Mikrotom, Reichert Ultracut S) von 50nm wurden mit Uranyl-Acetat und Lead(ll) Acetat-
Trihydrat kontrastiert. Die Schnitte wurden mit einem Transmissionselektonenmikroskop
(JEM 1400 Plus, Jeol) analysiert.

6.21 Statistik.

Zur Berechnung statistischer Signifikanzen wurde GraphPad Prism 5 verwendet. Wenn
nicht anders angegeben wurden die Daten als Mittelwert + Standardfehler dargestellt
und mit zweiseitigem T-Test, Mann-Whitney U-Test oder Kruskal-Wallis H-Test mit
Dunns’s miltiplen Vergleichs-Test als post hoc Prozedur verwendet. P-Werte, die kleiner

als 0,05 waren, wurden als significant angenommen.
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6.22

Tabelle 3 Verwendete Antikdrper

Antigen

ApoE

CD1c

CD11b

CD11b

CD14

CD15

CD20

CD31

CD31

CD45.2

CD45

CD45

CD68

CD68

CD68

CD68

CD68

CSF1R

CSF1R

Claudin
2

Claudin
5
Claudin
13

Connexi
n43

Donkey
anti-
Rabbit
IgG
Donkey
anti-
Rabbit
IgG

Konjugation

unconjugated

PerCP/Cy5.5

PE/Cy7

A488

PE-Cy7
Brilliant Violet
421

Brilliant Violet
421

Alexa Fluor
647

PE

Alexa Flour
700

Brilliant Violet
421

Alexa Flour
700

Alexa Fluor
594

Alexa Fluor
647

unconjugated

unconjugated

Alexa Fluor
594

APC

AlexaFluor
647

unconjugated

unconjugated

unconjugated

unconjugated

Alexa Fluor
647

Alexa Fluor
488

Konz.

0.5

mg/ml

0.2
mg/ml
0.2
mg/ml
0.1mg
/ml
0.2mg
/ml
50ug/
ml
25ug/
ml

0.5
mg/ml
0.2mg
/ml
0.5
mg/ml
12pg/
ml
0.1mg
/ml
0.5
mg/ml
0.5
mg/ml
0.5

mg/ml

mg/ml
0.2
mg/ml
0.2
mg/ml
0.5mg

/ml

1.0

mg/ml

1.0
mg/ml
1.0

mg/ml

1.0

mg/ml

20

mg/ml

20

mg/ml

Isotyp

IgG

1gG1, k

1gG2b, k

1gG1, k

1gG1, k

1gG1, k

1gG2b, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG1, k

IlgG2a

IlgG2a

1gG2b, k

1gG1, k

19G2b

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG

IgG

IgG

IgG

1gG

Wirt

rabbit

mouse

rat

mouse

mouse

mouse

mouse

rat

rat

mouse

mouse

mouse

rat

rat

mouse

mouse

mouse

rat

rat

rabbit

rabbit

rabbit

rabbit

donkey

donkey

Material und Hersteller

Reaktivi
tat
Human/
Mouse/R

at

human

mouse/h

uman

human

human

human

human

mouse

mouse

mouse

mouse

human

mouse

mouse

human

mammal

s/human

human

mouse

mouse

Mammal
s
/human
mouse/

human

mouse

mammal
s/

human

rabbit

mouse

Clone

16H2
2118

L161

M1/70

LM2

63D3

W6D3

2H7

MEC1
33
MEC1
33

104

F11

2D1

FA-11

polycl
onal

polycl
onal
polycl
onal

polycl
onal

polycl
onal

polycl
onal

Source

Thermo
Fisher

Biolegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

Abcam

R&D

systems

BioLegend

BioLegend

Abcam

Abcam

Invitrogen

Sigma
Aldrich

Life
Technologi

es

Life
Technologi

es

Cati#

701241

331513

101216

393107

367111

323039

302329

102516

102507

109822

103133

368513

137020

137004

333801

ab955

1C20401
T

135510

135530

ab53032

ab15106

PA1-
24420

C6219

A-31573

A-21206

Lot#

1984882

B267879

B185646

B261594

B252403

B263781

B257594

234197

B129965

B202497

B263588

B248833

B239125

B153907

B200949

GR3230
929-1

1471045

B183456

GR3143
68-11

GR3182
385
TA25078
51C

027144
804V

1563697

1644644

Verd.

1:200

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

25
pg/m.

1:500

1:500

1:500

1:500

1:400

1:400

1:200

1:200

1:200

1:500

1:200

1:200

1:200

1:200

1:200

1:200

1:200

Applikat
ion

FC
FC
FC
FC
FC
FC
LSFM
FC
FC
FC

FC
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Antigen

E-
Cadherin

F4/80

F4/80

HLA-DR

1gG2b, k
Isotype

ctrl

Kie7

Ly6C

Ly6G

Ly6G

Ly6G

Ly6G

MHCII

Relm

alpha

Trem2

Trem2

Z0-1

Konjugation

PE

Alexa Fluor
647

FITC

PE

APC

APC

Alexa Flour
488

Brilliant Violet

FITC

Alexa Fluor
488

Alexa Fluor
647

PE

unconjugated

unconjugated

APC

unconjugated

Konz.

0.2
mg/ml
0.5
mg/ml
0.5
mg/ml
0.1mg

/ml

0.2

mg/ml

0.5
mg/ml
0.5
mg/ml
0.2
mg/ml
0.5
mg/ml
0.5

mg/ml

0.5

mg/ml

0.2mg
/ml
0.2mg

/ml

0.5

mg/ml

1.0

mg/ml

Isotyp

1gG1, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG2b, k

1gG2b, k

1gG2a, k

1gG2c, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG2a, k

1gG2b, k

1gG

19G2b

19G2B

IgG

Wirt

rat

rat

rat

mouse

rat

rat

rat

rat

rat

rat

rat

rat

rabbit

rat

rat

rabbit

Reaktivi
tat
mouse/

human

mouse

mouse

human

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse/

human

Mouse/
human
mouse/

human

Clone

DEC
MA-1

BM8

BM8

Tu36

RTK4
530

16A8

HK1.4

1A8

1A8

1A8

1A8

M5/11
4.15.2
polycl
onal
RMO01
39-
5J46
23792
0
polycl
onal

Source

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

Abcam

Abcam

R&D
systems
EMD
Millipore

Cati#

147303

123122

123108

361605

400611

652405

128022

127627

127606

127626

127610

107608

Ab39626

ab86491

FAB172
91A

AB2272

Lot#

B260705

B212680

B177257

B261328

B248739

B193096

B175677

B240194

B204928

B130064

GR1287
15-1

GR3207
091-11

AADSO1
7111

2905383

Verd.

1:500

1:400

1:400

1:500

1:500

1:400

1:400

1:400

1:400

1:400

1:200,
25
pg/ml

1:200

1:200

1:200

1:500

1:100

Applikat
ion

FC
IF, FC
IF

FC
FC

IF
FC
FC
FC

IF
IF, LSFM

IF

IF
IF

FC

IF
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Tabelle 4 Molekulare Farbstoffe

DAPI

Phalloidin

Phalloidin

Sytox Blue

Zombie Aqua™
Fixable Viability
Kit

340/488

Alexa Fluor
647
Alexa Fluor
488

444/480

Excitation
Laser 405nm,
Maximum
emission
516nm

IF = Immunofluorescence

FC = Flow cytometry

1 pg/ml

300U

300U

1 mM

Roche
Thermo

A22287
Fisher
Thermo

A12379
Fisher
Thermo

S34857
Fisher
BioLegend 423101

LSFM = Light sheet fluorescence microscopy

10236276001

28114320

1687886

1:2000

1:100

1:100

1:100

1:1000

IF

IF

FC
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Tabelle 5 Chemikalien und Reagenzien

Reagenz/Lésung

Aqua ad injectabilia

BSA

Cacodylic acid sodium salt trihydrate
Cryofilm Type 2C(9)

Dako Fluorescence Mounting Medium
ddH20

DNAse

D-Saccarose

Dulbeco’s PBS (DPBS)

DT (Diphtheria toxin)

EDTA (5.0 M, pH=8.0)

EdU (EdU-Flow Cytometry Kit 488)
Ethanol 70.0%

Ethanol 298.9%

Ethyl cinnamate

Glutaraldehyde

Glycidether 100

Glycidether Accelerator DMP-30
Glycidether Hardener DBA
Glycidether Hardener MNA
(Hydropropyl)methyl cellulose
Imatinib Mesylate

Isofluran

Osmium tetraoxide

Peanut oil

Paraformaldehyde

Saponin, from Quillaja bark
Tamoxifen

Tamoxifen (Tamoxifen containing
food)

(Z)-4-Hydroxytamoxifen

Tissue Tec O.C.T compound

Tween80

Hersteller
Braun
Carl Roth
Carl Roth

Section-Lab Co. Ltd.

Dako North America Inc.

Invitrogen
Sigma

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Baseclick GmbH
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Selleckchem
Abbvie

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Apollo Scientific

Biomol
envigo

Sigma Aldrich

Sakura Finetek GmbH

Sigma-Aldrich

Cat#
6724092.00.00
CP84.2
5169.2
C-MKO001-A2
S3023
10977-035
9003-98-9
9097 1
D8537
D0564
AM9260G
BCK-FC488-100
64-17-5
64-17-15
112372
4157.1
8619.2
8621.1
8623.2
8639.2
9004-65-3
S1026

8371.3
8002-03-7
0335.3
BIS4332
10540-29-1

TD.130859

H7904
4583
8002-03-7

Lot#
152518061
097255477

H300128
10134819
1896175
SLBV1446
108268247
1971145

00478853

238272008

118268980
STBH1248

MKCB1715V
S$102607
6070961

MKBDO0023

AS439793

1707301015
BCBW3990
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