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Molekulare Mechanismen
bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen

Zu den entziindlich-rheumatischen Erkrankungen gehdren als die beiden groBten
Krankheitsgruppen die Rheumatoide Arthritis (RA) und die Spondyloarthritiden
(SpA). Obwohl in erster Linie die Gelenke betroffen sind, handelt es sich bei diesen
Erkrankungen um Systemerkrankungen. Sie konnen an verschiedenen Organen
wie z.B. Niere, Lunge, Herz oder auch den GefaBen zu entziindlichen Veranderun-
gen fiihren und zum Teil lebenshedrohliche Verlaufsformen annehmen. Die Prava-
lenz der RA liegt bei ca. 1% der européischen Bevidlkerung, die der SpA geringfii-
gig niedriger. Aufgrund ihres gehauften Auftretens im friihen bis mittleren Erwach-
senenalter und dem gelenkzerstorenden und invalidisierenden Verlauf entstehen
hohe volkswirtschaftliche Kosten. Diese betragen in Deutschland etwa 4 Mrd. Euro
pro Jahr. Die Genomforschung bietet heute neue Ansitze fiir die Entwicklung von
Diagnostik und Therapie. Das Ziel der nachfolgend dargestellten Forschungsakti-
vitaten ist es, neue molekulare Werkzeuge fiir die Diagnostik zu entwickeln und
die Pathomechanismen
zu erschlieBen, die bei

der Krankheitsentwick-
lung entscheidend sind.

Die Ursachen fiir entziindlich rheumatische Erkran-
kungen sind bis heute weitgehend ungeklart. Diese
lirkrankungen stellen deshalb eine groBe diagnosti-
sche Herausforderung in der modernen Medizin dar.
Mitunter vergeht ein Jahr oder mehr bis zur Diagnose-
sicherung. Sieht man von dem vergleichsweise unspe-
zifischen Rheumafaktor bei der RA und dem radiologi-
schen Nachweis bereits manifester Gelenkschiaden
einmal ab, ist die Klassifikation beider Erkrankungen
ausnahmslos durch klinische Kriterien vorgegeben.
Dadurch werden RA und SpA héufig erst sehr spét dia-
gnostiziert, wenn die Gelenkschdden bereits weit fort-
geschritten und irreparabel sind. Eine friihzeitige The-
rapie kann solche Schaden verhindern. Die therapeuti-
schen Moglichkeiten haben sich durch die neuen
Ansédtze der Kombinationstherapie und den Kinsatlz
von biologischen Medikamenten wie anti-TNF-Antikor-
pern und IL-1 Antagonisten deutlich verbessert. Je-
doch fiihren diese zum Teil sehr kostenintensiven Be-
handlungen weiterhin nur bei der Hélfte der Patienten
zu den gewiinschien Erfolgen. Zusdtzlich erhoht sich
das Risiko fiir Infektionskrankheiten.
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Abb. 3

Miniarthroskopie: Eine moderne Untersuchungsmethode zur
Entnahme von Gelenkhaut und zur Beurteilung der Gelenkent-
ziindung.

Fiir die Entwicklung von Diagnostik und Therapie bie-
tet die Genomforschung heute neue Ansétze. Die im
Folgenden dargestellten Forschungsaktivitdten des
Forschungsnetzwerks BERLINFLAME und SIPAGE im
Rahmen des Nationalen Genomforschungsnetzes
(NGFN) haben zum Ziel, neue molekulare Werkzeuge
fiir die Diagnostik zu entwickeln und die Pathomecha-
nismen zu erschlieBen, die bei der Krankheitsentwick-
lung entscheidend sind.

Das Nationale Genomforschungsnetz (NGFN)

Das Nationale Genomforschungsnetz wurde im

Friithjahr 2001 als kooperatives Netzwerk im
Bereich der grundlagenorientierten und klinischen
Genomforschung vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung ins Leben gerufen. Mit der Biindelung
von personellen, materiellen und technologischen Res-
sourcen sollten wegweisende Fortschritte in der
Bekdmpfung der groBen Volkskrankheiten erzielt wer-
den. Der Erfolg dieser Initiative fiihrte im Herbst 2003
zur Ausschreibung einer zweiten Forderphase (NGFN-
2), die im Juli 2004 begann.

Das NGFN-2 besteht aus fiinf krankheitsorientierten
Genomnetzen (Krebs, Herz-Kreislauf, Infektion und
Entziindung, Umweltbedingle Erkrankungen, Krkran-
kungen des Nervensystems), systematischen-methodi-
schen Plattformen (u.a. DNA, RNA, RNAi, Proteomics,
Antikorper Fabrik, Tiermodelle, Bioinformatik) und
13 unterschiedlichen explorativen Projekien.

AbD. 1

Synovitis-Score: Histologische Bilder des Synovialgewebes
mit unterschiedlichen Graden der Deckzellverdickung, ent-
ziindlichen Infiltration und Aktivierung der Stromazellen.
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BERLINFLAME

Der im Rahmen des

NGFN Krankheitsnet-
zes »Infektion und Ent-
ziindung« geforderte For-
schungsverbund BERLIN-
FLAME konnte sich in
den ersten 3 Jahren als
ein interdisziplindres
Netzwerk entfalten aus
Internisten, Chirurgen,
Pathologen, Epidemiolo-
gen, Immunologen, Biolo-
gen, Mikrobiologen,
Bioinformatikern und Biotech-Unternehmern. Er
umfasste 17 Teilprojekte, die an den folgenden sechs
Berliner Institutionen angesiedelt sind: Charité, Uni-
versitdtsklinikum Benjamin Franklin (heute Charité —
Universitdtsmedzin Berlin), Deutsches Rheuma-For-
schungszentrum (DRFZ), Max-Delbriick-Centrum
(MDGC), Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik
(MPI-MG) und die Helios-Klinik Berlin-Buch.

In der ersten NGFN-Forderphase (NGFN-1) haben die
klinisch-rheumatologischen Standorte der Charité
Campus Mitte (Burmester, Haupl), Campus Benjamin
Franklin (Sieper, Rudwaleit), und der Orthopédie an
der Helios-Klinik in Berlin-Buch (Zacher, Gursche) in
intensiver Zusammenarbeit eine systematische Rekru-
tierung und Datenbank-Dokumentation von Patienten
und Probenmaterial aus iiber 700 Patientenvorstellun-
gen aufgebaut. Aus histologischen Verdnderungen in
Gewebeproben der Gelenkhaut wurde am Institut fiir
Pathologie der Charité eine Klassifizierung der Ent-
ziindung, der »Synovitis-Score« [1] entwickelt (Krenn,
Morawietz) (Abb. 1). Molekulare Untersuchungen mit-
tels GeneChip Microarrays zur Genexpression (Uber-
setzung des DNA-Codes in Proteine) in diesen Gewe-

beproben ergaben eindeutige Musterunterschiede zwi-
schen den Krankheitsgruppen rheumatoide Arthritis
und Arthrose. Beide Krankheitsgruppen grenzien sich
deutlich von der Normalsituation ab (Haupl, Krenn)
(Abb. 2a). Die DNA-Array Technologie zeigle auch bei
durch Zellseparation aufgereinigten Blutzellen (Mono-
zyten) Expressionsunterschiede zwischen 4 verschie-
denen entziindlich-rheumatischen Erkrankungen und
Gesunden [2] (Griitzkau, Griin, Radbruch) (Abb. 2b).
Ferner lieB die erfolgreiche Behandlung der RA mit
anti-TNF-Antikdrpern eine Anderung des pathologi-
schen Expressionsmusters der Blutmonozyten hin zum
Muster von Normalspendern erkennen, wahrend The-
rapieversager das pathologische Muster behielten [3]
(Stuhlmiiller, Burmester) (Abb. 2¢). Die Multiparame-
teranalyse mittels DNA-Arrays hat somit in ersten
Studien gezeigl, dass zwischen verschiedenen Erkran-
kungen und unterschiedlichem therapeutischen
Ansprechen molekulare Unterschiede erkennbar sind.
Diese Befunde stellen in Aussicht, dass eine molekula-
re Diagnostik zur Erkennung der untersuchten ent-
ziindlich-rheumatischen Erkrankung sowie zur Beur-
teilung der Krankheitsaktivitdt moglich ist.

Im NGFN-1 konnten bei der Suche nach der Auf-
klarung der Pathogenese bzw. der krankheitsspezifi-
schen Pathomechanismen, neue Autoantigene bei der

ADD. 2

Hierarchische Clusteranalysen von Genexpressionsanalysen:
A) Korrekte Gruppierung aller untersuchten Synovialgewebe-
proben in die jeweils zugehdrigen Gruppen von Normalspen-
dern (ND), Patienten mit Arthrose (OA) und rheumatoider
Arthritis (RA). B) Unterschiede in der Genexpression von
Monozyten bei fiinf verschiedenen Spendergruppen. G) Re-
sponder (RA 1-3, 5 und 7) und Non-Responder (RA 4 und 6)
auf anti-TNF-Therapie lassen sich anhand der Genexpres-
sionsprofile von Monozyten unterscheiden und gruppieren zu
Normalspendern bzw. RA-Patienten vor Therapie.
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Abb. 4

Custom-Array zur Untersuchung der Krankheitsaktivitédt bei
Patienten mit RA anhand der Genexpressionsprofile von
Monozyten.

RA aufgezeigt werden [4] (Skriner, Burmester). Ferner
wurden Grundlagen zur Bedeutung regulatorischer T-
Zellen bei chronischen Entziindungsprozessen im
Mausmodell entwickelt (Hiihn, Hamann) und Untersu-
chungen hierzu beim Menschen begonnen (Miiller,
Lipp). Ein speziell entwickeltes Maus-Arthritismodell
ermoglicht es, Kandidatengene aus verschiedenen Kkli-
nischen Studien hinsichtlich ihrer funktionellen

Abb. 5

Hochgeschwindigkeils-Zellsorter fiir die Trennung von Zellen
und die fluoreszenz-zytometrische Multiparameteranalyse an
Blutzellen.

Bedeutung zu priifen. Indem es adoptiv molekularbio-
logisch verdnderte Immunzellen aufnehmen kann, gibt
es Aufschluss tiber deren Einfluss auf das Arthritismo-
dell (Scheffold, Berek).

SIPAGE - Schwerpunkt »chronisch entziindlich-
rheumatische Erkrankungen«

In der zweilen Forderphase des NGFN geht es da-
rum, den im NGFN-1 begonnenen Austausch mit infek-
tionsorientierten Forschungsverbiinden des NGFN in
GieBen (Chakraborty), Hamburg (Horstmann), Miin-
chen (Koszinowski, Wagner) und Tiibingen (Auten-
rieth) weiter zu intensivieren und damit einen noch
hoheren Grad der Vernetzung zu erreichen. Auch wur-
de das rheumatologisch und chronisch-entziindlich
orientierte Netzwerk auf die Standorte GieBen/Bad
Nauheim (Miiller-Ladner), Jena (Kinne), Hannover
(Rihl) und Miinchen (Kretzler) ausgedehnt.

1. Klinische Diagnostik

Der Verbund SIPAGE (Signatures-Pathways-Genes)
orientiert sich in seinem Schwerpunkt »chronische
entziindlich-rheumatische Erkrankungen« an den oben
dargestellten Vorarbeiten aus BERLINFLAME. Ziel ist
es, die klinischen Datensétze auszuweiten, die
diagnostischen Kandidatengene an Friiharthritiden
und in verschiedenen Therapieverfahren zu priifen,
eine diagnostische Plattform aufzubauen und das funk-
tionelle Wissen und Verstandnis tiber die chronischen
Entziindungsvorgange bei den genannten rheumatolo-
gischen Erkrankungen zu vertiefen.

Wichtig fiir die Diagnostik ist die Entwicklung standar-
disierter Verfahren fiir den klinischen Einsatz. Ein
neues minimal-invasives, arthroskopisches Verfahren
vereinfacht die Gewinnung von Gewebeproben
(Zacher, Gursche) (Abb. 3). Vergleichbar mit einer
Gelenkpunktion werden zwei diinne Kaniilen in das
betroffene Gelenk eingebracht. Mit Sicht durch ein
Miniarthroskop im Einstichkanal werden die Biopsien
(Gewebeproben) {iber einen zweiten Arbeitskanal ent-
nommen. Durch die Miniaturisierung des Verfahrens
konnen auch die Fingergelenke untersucht werden, die
vor allem bei der rheumatoiden Arthritis haufig im
Vordergrund stehen.

In Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut fir
Molekulare Genetik Berlin wurde eine Custom-Array
Plattform etabliert [5] (Stuhlmiiller, Hultschig). Dieser
mapBgeschneiderte Array umfasst mehrere hundert
ausgewéhlie Gene (Abb. 4) und kommt derzeit bei kli-
nischen Therapiestudien zum Einsatz. Zunédchst fokus-
siert dieser Array aul monozytdre Gene zur Priifung
der Wirksamkeit von anti-TNF-Therapien iiber eine
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Blutentnahme. Zudem wird auch ein Vergleich der
molekularen Wirkprofile zwischen verschiedenen The-
rapieformen auf genomweiten Arrays durchgefiihrt
(Griitzkau, Stuhlmiiller).

Uber die Kenntnis krankheitsassoziierter charakteris-
tischer Expressionsprofile in den durch Zellseparation
isolierten Zellpopulationen (Blut-Monozyten, T-Zellen,
B-Zellen und natiirliche Killerzellen) werden neue
Moglichkeiten zur diagnostischen Bestimmung
umfangreicher zytometrischer Profile getestet (Griitz-
kau, Radbruch). Dabei konnen gleichzeitig iiber
10 verschiedene Merkmale fluoreszenz-zytometrisch
abgefragt werden (Abb. 5). Uber die Verkniipfung von
Krankheitsmerkmal mit dem zugehorigen Zelltyp ver-
spricht man sich iber die Diagnosestellung hinaus
auch Aufschluss dariiber, welche der verfiigbaren Zell-
typ-orientierten Therapieformen (anti-TNF, B-Zell-
Depletion, T-Zell-Supression) die groBte Aussicht auf
Erfolg bietet.

SchlieBlich wird aus den Untersuchungen zur Serore-
aktivitdt gegen neue Autoantigene zusammen mit dem
Biotech Unternehmen in.vent Diagnostica GmbH (Skri-
ner, Hollidt) ein Streifenanalyseverfahren fiir Schnell-
tests entwickelt. Dieser Test wére mit bestehenden
Streifentestverfahren (z.B. Schwangerschafts-Schnell-
test, Troponin-Schnelltest) vergleichbar. Dem Haus-
arzl soll innerhalb weniger Minuten ein Testergebnis
vorliegen, aufgrund dessen er iiber weitere und spezi-
fischere Untersuchungen entscheiden kann.

2. Genfunktion und Pathogenese

An der Verbesserung des funktionellen Wissens zur
Pathogenese rheumatischer Erkrankungen arbeiten
13 Projekte am Rheuma-Forschungszentrum, der Cha-
rité und dem Max-Delbriick-Centrum. Hierzu gehort
auch die Detailanalyse von Synovialbiopsien. Uber die
Miniarthroskopie im Frihstadium wird insbesondere
eine histologische Beurteilung des initialen Krank-
heitsbildes moglich (Krenn, Morawietz) (Abb. 6). In
nachfolgenden Analyseschritten ist aus diesen Biopsi-
en die Untersuchung von Einzelzellen und definierten
feingeweblichen Struktureinheiten wie Entziindungsin-
filtraten vorgesehen. Mittels Laser Capture Microsco-
py (LCM) werden diese Strukturen aufgereinigt
(Abb. 7), um die Genexpression iiber semiquantitative
PCR und DNA-Array Hybridisierungen zu bestimmen
(Berek, Haupl). Aus dem Gewebe gewonnene Synovial-

Abb. 7

Laser-Capture-Mikroskopie zur Gewinnung von Einzelzellen
oder Zellverbénden fiir nachfolgende Genexpressionsanaly-
sen.

Abb. 6
Miniarthroskopisch entnommene Biopsie bei einem Patienien
mit rheumaltoider Arthritis

fibroblastenkulturen [6] (Kinne), aber auch hochauf-
gereinigle Blutzellen (Baumgrass, Griitzkau) werden
nach definierter in vitro Stimulation mit Zytokinen
oder Behandlung mit Medikamenten einer Genexpres-
sionsanalyse zugefiihrt. Die so erhobenen charakteris-
tischen Expressionsprofile (Signaturen) liefern wichti-
ge Informationen fiir die bioinformatische Auswertung
und funktionelle Interpretation von krankheitsassozi-
ierten Expressionsmustern aus Blutzellen und Syno-
vialgeweben. Zudem bieten die Vernetzungen mit der
luropéische Renale ¢cDNA Bank (ERCB) in Miinchen,
wo Untersuchungen an Biopsiematerial aus verschie-
densten entziindlichen Nierenerkrankungen erfolgen
[7, 8] (Kretzler) sowie mit dem am Standort Berlin
durchgefiihrten Entziindungsprojekt zur Lockerung
von Gelenkprothesen (Krenn) wichtige Zusatzinforma-
tionen und Vergleichsmoglichkeiten.
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Untersuchungen zu regulatorischen T-Zellen der Maus
haben Subtypen mit hoher Potenz zur Suppression von
Entziindungen identifizieren konnen [9] (Hiihn,
Hamann) (Abb. 8). Dabei zeigte sich die Auspragung
der Integrinkette alphak als ein charakteristischer
Marker fiir diesen Effektor/Memory Phenotyp regula-
torischer T-Zellen, der durch die Expression verschie-
dener Chemokinrezeptoren und Zelladhdsionsmolekiile
in Entziindungsgewebe einwandern kann. Nach Infil-
tration konnte eine deutliche Abnahme der Entziin-
dungsreaktion im Arthritismodell der Maus gemessen
werden. Aufgrund der therapeutischen Potenz dieser
Zellen wird ein vergleichbarer regulatorischer Phéno-
typ beim Menschen gesucht. Hierzu trdgt die moleku-
lare Charakterisierung verschiedener hochaufgereinig-
ter regulatorischer T-Zell Subtypen mittels Expres-
sionsprofilen bei (Miiller, Lipp).

frbestshaiung owischen verschiedenen
Typan von regulatorischan T-Zallsn

Regulaiorsche Felen sind wickhtig flr
die Balance des Immungysisms
gt e ]

T-Zeimn
P Pl il e
T-dmba=

Abb. 8

Die Rolle der T-Zellen bei
der Regulation der Immun-
antwort: verschiedene Sub-
typen sind fiir Aktivierung
bzw. Unterdriickung der
Immunantwort verantwort-
lich.

zur funktionellen Validierung von Kandidatengenen
wird das Mausmodell fiir adoptiven Transfer genetisch
verdnderter Immunzellen eingesetzt. In diesem Modell
werden Kandidatengene hinsichtlich ihrer Rolle bei
der Arthritis-Entstehung und Aufrechterhaltung durch
Uberexpression oder Inhibition z.B. mittels siRNA
Technologie untersucht. In einem weiteren Modell mit
SCID Méausen wird humanes Entziindungsgewebe aus
dem Gelenk zusammen mit Knorpel subkutan bzw.
unter die Nierenkapsel in die Maus implantiert. Es
kommt zur Infiltration des Entziindungsgewebes in den
Knorpel und zu dessen Zerstdrung. Mit Release-Syste-
men konnen Medikamente oder verschiedene biologi-
sche Substanzen wie Antikorper, Zytokine etc. verab-
reicht und tber histomorphologische Verfahren in
ihrer Wirksamkeit untersucht werden [10, 11].

3. Bioinformatik und Vernetzung

Von groBer Bedeutung fiir die Genom- und Trans-
kriptomanalysen ist die konsequente bioinformatische
Aufarbeitung der Daten. Hierzu zahlt nicht nur eine
robuste statistische Analyse der durchgefiihrten
Array-Experimente, sondern auch eine sinnvolle Ver-
kniipfung mit bekannten Geninformationen. Aus die-

sem Grund wurde eine Datenbank angelegt, die alle
wesentlichen Genbezeichnungen und Beschreibungen
enthdlt und eine Verkniipfung zu Datenbanken im
Internet erlaubt. Zur Interpretation der molekularen
Krgebnisse in einem klinischen Kontext wurde auch
fiir die Krhebung und Speicherung der anamnesti-
schen, klinischen, labor- und rontgendiagnostischen
Parameter eine Rheuma-Datenbank aufgebaut. Um
klinische und molekulare Datensdtze zu verkniipfen,
wird derzeit zusammen mit dem Standort GieBen im
SIPAGE Netzwerk eine gemeinsame Grundstruktur
ausgearbeitet. Diese ist Bestandteil einer standortii-
bergreifenden Vernetzung, die federfithrend von der
NGEFN Bioinformatik Plattform in Heidelberg (Eils)
entwickelt wird (iChip).

Als auBerordentlich hilfreich und wertvoll hat sich fiir
die Interpretation der Genexpression aus Patienten-
proben der Vergleich mit definierten Profilen erwie-
sen. Im Gegensalz zu definierten Stimulationsexperi-
menten ist bei klinischen Proben der urséchliche Sti-
mulus nur zum Teil oder wie bei den meisten entziind-
lich-rheumatischen Erkrankungen {iberhaupt nicht
bekannt. Uber den Vergleich zwischen Profilen aus
entziindlich infiltriertem Synovialgewebe und definier-
ten aufgereinigien Immunzellen konnte der Grad der
Infiltration der jeweiligen Zellpopulation abgeleitet
werden. Dariiber hinaus wurde eine Abschétzung mog-
lich, ob eine erhdhte Expression alleine durch die
Anwesenheit dieser Immunzellen erkldrt werden kann
oder ob das Gen einer zusdtzlichen Regulation unter-
liegt. Ahnliche Analysekonzepte sind iiber den Ver-
gleich mit Zytokin-induzierten Profilen geplant sowie
durch die vernetzte Auswertung zwischen den ver-
schiedenen virologisch, bakteriologisch und parasito-
logisch orientierten Standorten im SIPAGE Netzwerk.
Diese funktionell orientierten Vergleiche greifen inein-
ander mit Auswertungsmethoden, die vom Kooperati-
onspartner in GieBen (Chakraborty) begonnen wurden
und Informationen {iber molekulare Signalwege imple-
mentieren.

Wie aufgezeigt, ergeben sich iiber den Aufbau von ver-
netzten Datenbanken neue Moglichkeiten fiir die Aus-
wertung und Interpretation molekularer Untersuchun-
gen. Durch die Verkniipfung mit klinischen Informatio-
nen sowie experimentbezogenen Informationen aus
Infektion und Immunologie ergibt sich auch neues,
bereits in den Datenbanken vorstrukturiertes Wissen.
s ist deshalb ein {ibergeordnetes Ziel, diese fiir die
klinische Anwendung bedeutsamen Informationen iiber
Infektionen und akute wie chronische Entziindungen
als eine Ontologie fiir inflammations- und infektions-
bezogene Signalwege aufzubauen.
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