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1. Aufgabenstellung

Bei chronisch-entziindlich rheumatischen Erkrankungen steht neben der Entziindung das lokale
Mesenchym im Zentrum der Pathophysiologie. Entsprechend sollten im Verbund
Veranderungen des lokalen Mesenchyms bei rheumatischen Erkrankungen analysiert werden.
Die zentrale Hypothese liegt darin, dass lokale Faktoren des Mesenchyms die Manifestation
und Schwere der Erkrankung regulieren. In verschiedenen Projekten wurden daher
Fibroblasten als zentrale Zellen der Gewebehomdostase und des mesenchymalen
Matrixumbaus untersucht. Abhangig von der lokalen Mikroumgebung der rheumatischen
Erkrankung férdern Fibroblasten entweder einen pro-fibrotischen Phanotyp mit vermehrter
Matrixproduktion, wie z.B. bei der systemischen Sklerose, oder einen aggressiven, destruktiven
Phanotyp mit Hyperproliferation, pro-inflammatorischer, pro-angiogener und pro-destruktiver
Funktion, wie bei chronisch-entzindlichen Arthritiden, insbesondere der rheumatoiden Arthritis
(RA). In diesem Projekt wurde untersucht, welche Signale der Entziindung, des GefalRsystems
und des Abbaus der Extrazellularmatrix fir die veranderte Funktion der RA Synovialfibroblasten
(SF) verantwortlich sind und welchen Einfluss die Faktoren auf ihre entziindliche Aktivitat bzw.
Interaktion mit dem Gefalisystem nehmen. In Kooperation wurde untersucht, welche Faktoren,
speziell mikroRNAs, fur die Funktion der RASF verantwortlich sind. Aufgaben und Ziele:

e Etablierung von Assays zur Analyse der RASF-Aktivitat und Interaktion mit Endothelzellen.

e Analyse von Matrixfragmenten und pro-angiogenen Faktoren, die durch aktivierte RASF
freigesetzt werden, und auf das Endothelzellnetzwerk direkt oder indirekt einwirken.

¢ Expressionsanalysen auf RNA- und Proteinebene nach therapeutischer Modifikation in vitro.
e Transfer der Ergebnisse in das SCID-Maus-Modell der RA mit Durchfihrung Bad Nauheim.
¢ Analyse der RASF-vermittelten veranderten Angiogenese im SCID-Maus-Modell.

o Einfluss von extrazellularen Matrixfragmenten auf die RASF-vermittelte veranderte
Angiogenese als therapeutischer Ansatz in vitro und im SCID-Maus-Modell.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Methodik unter Verwendung von RASF wurde im Verbund ausgetauscht, ebenso Ergebnisse
aus Screening- und Expressionsanalysen. Die Erkenntnisse und Methoden wurden den
Fragestellungen angepasst und umgesetzt, um die Vergleichbarkeit im Verbund zu sichern.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

e Etablierung von repetitiven pro-entziindlichen Stimulationen von RASF. Parameteranalyse
inkl. Auswertung von RNA-Sequenzierungsdaten insb. bezlglich pro-angiogener Faktoren.

e Etablierung von 2D- und 3D-Angiogenesetests mit Endothelzellen fiir Uberstandtransfers
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und Kokultur mit RASF. Analyse der Auswirkung der proentztindlichen Aktivierung der RASF.

e Analyse des Einflusses von Angiogenese-modifizierenden Matrixfragmenten auf RASF und
RASF-vermittelte veranderte Réhrenbildung. Evaluation der zugrunde liegenden Faktoren.

e Untersuchung des Einflusses der RASF auf die Gefallneubildung im SCID-Maus-Modell.

e Therapeutischer Ansatz unter Verwendung des effektivsten Matrixfragments im SCID-Maus-
Modell zur Inhibition der RASF-vermittelten veranderten Angiogenese.

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Die RA ist eine chronisch-entziindliche Gelenkerkrankung, die unbehandelt zur irreversiblen
Schadigung von Knorpel und Knochen fihrt. Es ist bekannt, dass Fibroblasten als
Wundheilungszellen die GefalRneubildung modifizieren. Bei der RA findet eine vermehrte
Angiogenese statt, die zu einer starker verzweigten und diffusen Gefalneubildung flhrt. Den
Einfluss der RASF im Kontext einer veranderten Gefaf3neubildung zu analysieren war ein
zentrales Ziel. Die Charakterisierung der Faktoren, die zur veranderten Gefal3neubildung
fUhren, sind nur tw. bekannt. So werden durch die Matrixdestruktion im Gelenk extrazellulare
Matrixproteine freigesetzt, die aktivierend auf RASF wirken. Einige der Spaltprodukte besitzen
anti-angiogene Wirkung. Daher sollte untersucht werden, ob es Fragmente oder Faktoren gibt,
die eine veranderte Gefallneubildung durch RASF zumindest partiell aufheben. Diese Effekte

sollten auch unter Verwendung humaner RASF im SCID-Maus-Modell untersucht werden.

5. Darstellung der wesentlichen Ergebnisse

Die Zugabe von RASF in 2D- und 3D-Angiogenese-Tests veranderte die gebildete
Roéhrenstruktur. Faktoren, die diese Veranderung vermitteln, wurden identifiziert und unter
Zugabe entsprechender Antagonisten verifiziert. So konnte der RASF-vermittelte Effekt in vitro
zumindest partiell inhibiert werden. Von den getesteten anti-angiogenen Matrixfragmenten
wurden zwei Kandidaten fur weiterfihrenden Analysen identifiziert, wovon ein Fragment fir die
Testung in vivo gewahlt wurde. Im SCID-Maus-Modell induzierte die Zugabe von RASF Helix-
ahnliche, stark verzweigte Gefale, die bereits sehr fruh nach Implantation (2-3 Tagen)
entstanden, im Verlauf eine Volumenzunahme erfuhren und bis zum Endpunkt der Analyse (Tag
45) abnahmen, jedoch bis zum Ende der Versuchsreihe die veranderte Gefaliform beibehielten.
Die Zugabe von Kontrollzellen oder ohne Zellen fuhrte nicht zur Bildung Helix-ahnlicher Gefalie.
Unter Zugabe der gewahlten Dosierung des anti-angiogenen Matrixfragments wurde zwar die
veranderte Gefaliform aufgehoben, die Angiogenese insgesamt jedoch nicht. Die Ergebnisse
fuhrten zum Abschluss einer naturwissenschaftlichen Promotionsarbeit (summa cum laude) und

eine Publikation wurde bereits verfasst und befindet sich in Einreichung bei einem Fachjournal.

Zusammenarbeit mit anderen Stellen: Die Projektarbeit erfolgte in Kooperation mit den
Verbundpartnern zum Austausch der im Verbund verfliigbaren Methodik, zur Auswertung der
Screening-Analysen mit Identifikation von Angiogenese-modifizierenden Faktoren, die durch

aktivierte RASF produziert werden und Besprechung der Zielmolekiile fur den Transfer in vivo.
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Teil Il — eingehende Darstellung (max. 20 seiten, wird versffentlicht)

Forderkennzeichen: 01EC1901F

Kontakt fur Ruckfragen: PD Dr. Elena Neumann

1. Im Rahmen des Projekts durchgefiihrte Arbeiten: Verwendung der Zuwendung und

erzielte Ergebnisse im Einzelnen mit Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Bei chronisch-entziindlich rheumatischen Erkrankungen steht neben der Entziindung das lokale
Mesenchym im Zentrum der Pathophysiologie. Entsprechend sollten im Verbund
Veranderungen des lokalen Mesenchyms bei rheumatischen Erkrankungen analysiert werden.
Die zentrale Hypothese liegt darin, dass lokale Faktoren des Mesenchyms die Manifestation
und Schwere der Erkrankung regulieren. In verschiedenen Projekten wurden daher
Fibroblasten als zentrale Zellen der Gewebehomdbostase und des mesenchymalen
Matrixumbaus untersucht. Abhangig von der lokalen Mikroumgebung der rheumatischen
Erkrankung foérdern Fibroblasten entweder einen pro-fibrotischen Phanotyp mit vermehrter
Matrixproduktion, wie z.B. bei der systemischen Sklerose, oder einen aggressiven, destruktiven
Phanotyp mit Hyperproliferation, pro-inflammatorischer, pro-angiogener und pro-destruktiver
Funktion, wie bei chronisch-entziindlichen Arthritiden, insbesondere der rheumatoiden Arthritis
(RA). In diesem Projekt wurde untersucht, welche Signale der Entziindung, des GefalRsystems
und des Abbaus der Extrazellularmatrix fur die veranderte Funktion der RA Synovialfibroblasten
(SF) verantwortlich sind und welchen Einfluss die Faktoren auf ihre entziindliche Aktivitat bzw.
Interaktion mit dem Gefalisystem nehmen. In Kooperation wurde untersucht, welche Faktoren,

speziell mikroRNAs, fur die veranderte Funktion der RASF verantwortlich sind.

Ziel 1: Etablierung und Verwendung von in vitro Assays zur Untersuchung der RASF-

Aktivitit sowie Interaktion mit Zellen des GefaRsystems

Zur Untersuchung der RASF-vermittelte Interaktion mit Endothelzellen wurden 2D-Tube-
Formationstests sowie ein 3D-Spharoid-basiertes Sprout-Experiment etabliert. Die Zugabe von
rheumatoide Arthritis (RA) Synovialfibroblasten (SF) zu Endothelzellen (HUVEC) beeinflusste
bereits nach 4 Stunden die Gefal3neubildung, indem die RASF signifikant die entstandene
Tubedicke im Vergleich zur HUVEC in Monokultur (ohne RASF) reduzierte. Nach 8 Stunden
bewirkte die Kokultur der HUVEC mit RASF eine signifikant zusatzlich Ausdinnung des
Zellnetzwerkes. Im 3D-Sphéaroid-basierten Sprout-Experiment dber 24 Stunden wurden
Spharoide aus HUVEC oder einer Kombination aus HUVEC und Calcein-AM gefarbten RASF
generiert, die in eine Kollagenmatrix eingebettet und durch VEGF-Stimulierung zur
Aussprossung angeregt wurden. Die HUVEC bildeten zum Zeitpunkt der Spharoid-Bildung ein

gleichmaRig geformtes, kugelformiges Sphéroid mit kompakter Zellstruktur. Die RASF lagerten
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sich bei Zugabe an die HUVEC an und verteilten sich innerhalb des Sphéaroids. RASF lagerten
sich insbesondere direkt an der Oberflache des Sphéaroids an. Nach 24 Stunden zeigte das
Sphéaroid ohne RASF eine Aussprossung der HUVEC aus dem Sphéroid, die R6hren-ahnliche
dreidimensionale Strukturen bildete, wobei sich die Flache des Spharoids signifikant
vergroRerte. Im Vergleich dazu bewirkte die Zugabe der RASF keine Bildung von klaren
Rohren-ahnlichen Strukturen nach 24 Stunden. Die HUVEC sprossen zwar aus dem Spharoid
aus, wahrend nur wenige RASF aus dem Sphéaroid migrierten, die Sprossung erfolgte jedoch
diffus ohne Bildung von Rohren. Insgesamt bewirkte die Zugabe der RASF eine signifikant

starkere Aussprossung der HUVEC, die Sprossung zeigte aber eine gestorte Gefal3struktur.

Um auf molekularer Ebene zu analysieren, welche RASF-vermittelten angiogen Faktoren in
der Modifikation der GefalRneubildung bzw. in die Interaktion mit den HUVEC involviert sind,
wurde die Expression der Gefa3regulatoren VEGF, ANGPT2, EFNB2 und eNOS auf Protein-
und RNA-Ebene im Anschluss an die Tube-Formationsexperimente bestimmt. Die ANGPT2-
Sekretion in den Uberstanden war in der HUVEC Monokultur nach 8 Stunden im Vergleich zu
4 Stunden signifikant erhoht. Interessanterweise wurde dieser signifikante Effekt durch
Zugabe von RASF aufgehoben. Die VEGF-Sekretion war nach Zugabe der RASF leicht, aber
nicht signifikant, erhoht. Nach 8 Stunden war die VEGF-Sekretion der HUVEC ohne RASF
signifikant reduziert. Auch nach Zugabe der RASF war die VEGF-Sekretion nach 8 im
Vergleich zu 4 Stunden signifikant reduziert. Ein RASF-vermittelter Unterschied in der VEGF-
Sekretion, der fur die veradnderte RoOhrenstruktur verantwortlich sein konnte, wurde nicht
festgesellt. Die EFNB2-Sekretion zeigte keine Veranderung durch die Zugabe von RASF.
Allerdings zeigte die immunzytometrische Farbung der 2D-Tubes deutlich die Anlagerung der
RASF an die HUVEC, die ein starkes EFNB2-Signal aufweisen. Auf RNA-Ebene zeigte sich
weder nach 4 noch 8 Stunden eine RASF-vermittelte signifikante Veranderung der Expression
der GefalRregulatoren ANGPT2, EFNB2 und eNOS. Die ANGPT2-Expression wurde zusatzlich
im Anschluss an die Tube-Formation-Experimente nach 4 und 8 Stunden in Uberstanden
bestimmt. Die Menge an ANGPT2 von unstimulierten HUVEC in Kombination mit RASF stieg
nach 4 h signifikant an. Dieser signifikante Anstieg konnte durch 20-stiindige Vorstimulierung
der HUVEC mit dem Matrixfragment Canstatin und nachfolgendem 8-stlindiger Tube-

Formation aufgehoben werden.

Zur Analyse des Expressionsprofils von chronisch aktivierten RASF wurde ein repetitives
Aktivierungsschema in vitro etabliert. RASF wurden 4xI mit IL-18 fur 16 Stunden stimuliert.
Zwischen den Stimulierungen erhielten die RASF eine 8-stundige Erholungsphase ohne IL-1p.
Die einmalige Stimulierung der RASF bewirkte wie erwartet eine hoch signifikante IL-6-
Induktion. Bereits nach der zweimaligen Stimulierung war im Vergleich zur einmaligen
Stimulierung ein Abfall der IL-6 Sekretion zu erkennen. Interessanterweise wiesen die repetitiv

stimulierten RASF signifikant reduzierte IL-6 Werte auf, die jedoch immer noch deutlich Uber der
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unstimulierten Kontrolle lagen. Zur Analyse des repetitiven Expressionsprofils erfolgte eine
RNA-Sequenzierung zum Vergleich der 1. mit der 3. Stimulierung. Ca. 200 Gene aus dem
Bereich Immunsystem-assoziierte Erkrankungen waren unterschiedlich reguliert, im Bereich
vaskulare Erkrankungen ca. 100 Gene. Am starksten signifikant unterschiedlich regulierte
Gruppe waren Gene, die Autoimmunerkrankungen zuzuordnen waren. Die Top 50 signifikant
unterschiedlich regulierten Signalwege beinhalteten den TNF-Signalweg, wobei jedoch die
repetitive TNFa-Stimulierung der RASF interessanterweise keine signifikanten Unterschiede bei
der IL-6 Sekretion zwischen einmaliger und repetitiver Aktivierung aufwies. Innerhalb der VEGF-
vermittelten Signalweiterleitung, welche die wichtigste molekulare Regulierung der
Gefalneubildung darstellt, waren keine signifikanten Unterschiede der Genexpression

zwischen einmaliger und repetitiver Aktivierung der RASF zu finden.

Faktoren, die mit der Angiogenese im Kontext stehen und unter den Top 50 regulierten Genen
lagen, beinhalteten u.a. das Chemokin CXCL2, das nach dreimaliger Stimulierung signifikant
weniger exprimiert wurde. Auffallig war, dass unstimulierte RASF nahezu kein CXCL2
freisetzten. Nach einmaliger Stimulierung der RASF kam es zu einer signifikanten Induktion
von CXCL2. Nach dreimaliger Stimulierung der RASF kam es zur signifikanten Reduktion von
CXCL2. Allerdings produzieren dreimalig stimulierte RASF immer noch signifikant mehr
CXCL2 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, &hnlich dem IL-6.

Ziel 2: Untersuchung von Matrixfragmenten und proangiogenen Faktoren, die durch
entziindlich aktivierte RASF freigesetzt werden, auf das Endothelzellnetzwerk in direkter

und auch indirekter Interaktion.

Um ein moégliches therapeutisches Potenzial von extrazellularen Matrixfragmenten bezliglich
der RASF-Endothelzell-Interaktionen zu evaluieren, wurden einige Fragmente mit anti-
angiogenem Potential ausgewahlt, darunter das Fragment Canstatin des Kollagen Typ IV.
Dieses wurde ausgewahlt, da es im Gegensatz zu den anderen getesteten Fragmenten das
Potenzial aufwies, RASF zu beeinflussen. Ebenso wie bei den anderen Matrixfragmenten
zeigte die Canstatin-Stimulierung einen Effekt auf die Dichte des Zellrasens und somit auf das
Zellwachstum. Aufféallig war, dass nach der Stimulierung mit 0,5 pg/ml Canstatin im Vergleich
zur Stimulierung mit 0,2 pg/ml Canstatin die Zellen deutlich gestresster aussahen, jedoch vital
blieben. Zudem fiihrte die Stimulierung mit beiden Canstatin-Konzentrationen zu einer

signifikant verstarkten IL-6-Sekretion der RASF.

Nach der Auswahl der Matrixfragmente wurde ihr Einfluss in Bezug auf die GefalZneubildung
in vitro im 2D- und 3D-Tube Formationsexperiment ermittelt. Interessanterweise zeigte
Canstatin (und weitere Fragmente) zwar eine Reduktion der Tubedicke im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Die Ergebnisse zeigten aber auch, dass 4 Stunden nicht ausreichten,

um eine Aussage uUber den anti-angiogenen Effekt der Matrixfragmente treffen zu kénnen, erst
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nach langerer Inkubationsdauer war zuverlassig ein Effekt ersichtlich. Um zu prifen, ob die
entsprechenden Matrixfragmente in vivo bei Patienten mit RA vorliegen, wurde Canstatin im
Serum von RA-Patienten und Arthrose sowie im Serum von Probanden ohne Arthritiden
bestimmt. Die Canstatin-Konzentration war im Serum von RA-Patienten signifikant héher im
Vergleich zu gesunden Probanden. Entsprechend physiologische Konzentrationen wurden fir
die nachfolgenden Stimulierungen gewéhlt. HUVEC wurden 20 Stunden vor dem 2D-Tube-
Formationstest mit Canstatin vorstimuliert. Die Tubedicke war in Folge der 20-stlindigen
Vorstimulierung mit Canstatin im Vergleich zu nicht vorstimulieten HUVEC signifikant
reduziert. Fur die 3D-Sparoide wurden HUVEC zunéchst ohne Zugabe der RASF wahrend der
Generierung der Spharoide mit Canstatin stimuliert. Die Einbettung der Sphéroide erfolgte
dann in einer Kollagenmatrix mit Canstatin. Die Vermessung der Spharoide (ohne RASF)
zeigte mit oder ohne Canstatin vergleichbare Spharoid-GréRe nach der Generierung. Nach
Start der Aussprossung der HUVEC aus den Sphéroiden konnte nach 24 Stunden eine
signifikante Reduktion der mit Canstatin stimulierten Spharoide im Vergleich zu den
unstimulierten Spharoiden beobachtet werden. Zudem zeigte sich, dass die RASF im 3D-

Sprout-Experiment den signifikant inhibierenden Canstatin-Effekt aufheben konnten.

Ziel 3: Expressionsanalyse auf RNA und Proteinebene nach therapeutischer Modifikation
in vitro. Transfer der Ergebnisse in das SCID-Maus-Modell der RA (Durchfiihrung Bad
Nauheim, G6PIl-induzierte Arthritis erfolge in Jena).

Neben der bereits beschriebenen RNA-Sequenzierung und nachfolgenden Analyse der
deregulierten Faktoren, die weiter analysiert wurden, erfolgte der Transfer zum humanen
Synovialgewebe aus Kniegelenken von Patienten mit fortgeschrittener RA bzw. Arthrose als
Vergleichskollektiv. Hierzu erfolgte eine ANGPT2-Farbung im Gewebe. Zur Kontrolle wurden
die GefaRe mit dem Endothelzellmarker CD31 gefarbt. Die ANGPT2-Expression war im
humanen Synovium von RA-Patienten im Vergleich zur Arthrose starker ausgepragt.
Entsprechend wurde analysiert, ob die veranderte GeféaRausbildung im Tube-Formationstest
ein ahnliches Bild zeigt. Auf Proteinebene konnte gezeigt werden, dass ANGPT2 in den
HUVEC ohne Zugabe der RASF nach 8 Stunden im Vergleich zu 4 Stunden signifikant
hochreguliert wurde. Dieser Effekt wurde durch den Einfluss der RASF aufgehoben. Somit
scheinen die RASF einen spezifischen Einfluss auf die ANGPT2-Expression in Endothelzellen
zu haben. Aus diesem Grund wurde die ANGPT2-Expression in den GefélRen der Implantate

aus dem SCID-Maus-Modell zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

Ziel 4: Analyse RASF-vermittelter Verdnderungen der Angiogenese im SCID-Maus-
Modell.

Im SCID-Maus-Modell sind humane RASF in der Lage, Uber 45 Tage sowohl den ipsilateral

als auch kontralateral implantierten humanen Knorpel zu invadieren und zu degradieren.



Sachbericht zum Verwendungsnachweis 01EC1903B

Interessanterweise konnte nach Implantation von RASF zusammen mit humanem Knorpel in
immundefizienten SCID Mause bereits die Entstehung von Helix-dhnlichen Gefal3en nach 1,5
Tagen nach Implantation festgestellt werden. Daher wurde zunachst der zeitliche Verlauf tiber
45 Tage analysiert. Hierfur wurde in 3 unabhangigen Experimenten SCID-Mausen ipsilateral
RASF in je 4 Gelatineschwdmmen mit je einem humanen Knorpelstick subkutan implantiert.
Kontralateral wurde Knorpel ohne RASF eingesetzt. Nach 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 40 und 45
Tagen wurden die Implantate enthommen und auf die Entstehung der Helix-ahnlichen Gefal3e
sowie Knorpelinvasion untersucht. An Tag 3 nach OP waren zahlreiche Helix-dhnliche Gefal3e
am ipsilateralen aber auch kontralateralen Implantat nachweisbar. Die Helix-ahnlichen Gefafze
entstanden nicht in Implantaten ohne Zugabe von RASF (Kontrollen) oder bei Zugabe von SF
von Arthrose-Patienten. Die Helix-ahnlichen Gefale stellten sich zum frilhen Zeitpunkt als
dinn und schwach durchblutet dar. An Tag 6 waren diese bereits gut durchblutet. Ab Tag 18
lagen groRBere Helix-ahnliche GefalRe vor, die deutlich starker durchblutet waren. Auch
kontralateral war dieser Effekt zu beobachten, allerdings zeitlich verzégert. Zu den spaten
Zeitpunkten ab Tag 40 waren ipsilateral und kontralateral stark durchblutete groRe Helix-
ahnliche GefalRe ersichtlich. Da die Bildung der Helix-ahnlichen Geféal3e von RASF abhéngig
war, wurde eine Fibroblasten-spezifische CD63-Farbung an den ipsilateralen sowie
kontralateralen Implantaten an Tag 3 durchgefiihrt. Wie erwartet lagen ipsilateral viele CD63-
positive Zellen vor. Auch kontralateral waren an Tag 3 CD63-positive Zellen nachweisbar,
jedoch noch deutlich weniger im Vergleich zu ipsilateral, da diese erst zum kontralateralen,
RASF-frei implantierten Knorpel migrieren missen. Der Invasionsverlauf zeigte ab Tag 12 ipsi-
und kontralateral, dass die Invasion des Knorpels bereits initiiert wurde. Ipsilateral war eine
starke Zunahme zwischen Tag 18 und 30 zu beobachten, die mit der Zunahme der Helix-
ahnlichen GefalRe in den ipsilateralen Implantaten vergleichbar war. Kontralateral nahm die
Invasion zeitverzogert von Tag 24 bis Tag 40 zu. Diese Kinetik stimmte mit der Kinetik der
Entstehung von Helix-&hnlichen GefaRRen lberein. An Tag 45 war die Invasion der RASF in die

ipsilateralen und die kontralateralen Knorpel weit fortgeschritten.

Ziel 5: Modifikation der veranderten Angiogenese der RASF mittels Extrazellularmatrix-

Fragmenten als therapeutischen Ansatz in vitro und im SCID-Maus-Modell.

Parallel zu den oben beschriebenen Beobachtungen zur Entstehung Helix-ahnlicher Gefalle
und zur Beobachtung, dass Canstatin die Gefal3neubildung beeinflusst, wurde der Effekt von
Canstatin auf die RASF-vermittelte veranderte GefalZneubildung untersucht. Bereits an Tag 3
waren ipsilateral unter Einfluss von Canstatin signifikant weniger Helix-ahnliche GeféalRe zu
beobachten als ohne Canstatin. Insgesamt war keine allgemeine Reduktion der
GefalRneubildung zu beobachten. Kontralateral war an Tag 3 mit Canstatin noch kein
Unterschied in der Anzahl der im Vergleich zum ipsilateralen Implantat wenigen Helix-

ahnlichen Gefalde zu beobachten. Auch an Tag 24 war ein signifikanter Unterschied in der
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Anzahl der Helix-&hnlichen GefélRe ipsilateral unter Einfluss von Canstatin zu erkennen.
Ipsilaterale Implantate ohne Canstatin enthielten mehr Helix-ahnliche Gefalie als Implantate
mit Canstatin. An Tag 45 war kein signifikanter Unterschied mehr erkennbar. Bezlglich der
RASF-vermittelten Knorpelinvasion war im Gegensatz zur reduzierten Entstehung RASF-
vermittelter Helix-ahnlicher Gefal3e kein Einfluss von Canstatin zu beobachten.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Erldauterung zur Verwendungq der Positionen:

Personalmittel: Beschaftigung der naturwissenschaftlichen Doktorandin und der technischen
Angestellten

Verbrauchsmaterial fur Zellkultur und funktionellen Assays (HUVEC, Matrigel, Medien, Puffer,
Reagenzien, Plastikware, Proteine); Material zur Durchfiihrung des SCID-Maus-Modells
(Canstatin, Gelatinematrix, Plastikwaren, Spritzen, Kochsalzlésung, Narkosemittel und weitere
Materialien fir die Eingriffe), Kits und Reagenzien flr RNA-Isolation und PCR-Zubehdr; ELISA-
Kits; Reagenzien fur Histologie und Immunhistochemie, und Immunfluoreszenz

(Gewebehomogenisierung, Einbettmedien, Farbeldsungen, Antikorper, Nachweiskits).

Dienstreisen der Doktorandin Frau Heck sowie der Projektleiter Muller-Ladner und Neumann zu
den Verbundtreffen (inkl. Materialaustausch) und Fachtagungen zur Vorstellung und

Besprechung der Daten.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeiten

Notwendigkeit

Die Fragestellung, warum bei einigen rheumatischen Gelenkerkrankungen eine verstarkte und
verandert erscheinende Angiogenese zu beobachten ist und ob und in welchem MalRe RASF
an der veranderten GefaRneubildung beteiligt sind, ist bisher nicht gut untersucht. Es wurde
darauf geachtet, mdglichst viele Untersuchungen in vitro durchzufiihren. Bei einigen
Parametern ist jedoch der Beobachtungszeitraum von wenigen Stunden nicht ausreichend, um
Unterschiede oder Effekte zu beobachten, wie z.B. fir einige Analysen zur ANGPT2
Expression. Auch eine vollstdndige Gefalineubildung kann in vitro nicht simuliert werden.
Daher wurden die zentralen Fragestellungen basierend auf den Ergebnissen in vitro im SCID-

Maus-Modell der RA geprift.

Einhaltung des Zeit- und Ausgabenplanes

Der Anteil des Teilprojekts, der in Bad Nauheim/Giel3en erfolgte, verzogerte sich anfénglich
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aufgrund der Ausschreibungsfristen durch eine verspatete Einstellung und den
Pandemiebedingungen. Nach Beginn lag die Durchfiihrung zunachst im Zeitplan. Aufgrund
der Pandemie erfolgten im Verlauf durch Lieferschwierigkeiten weitere Verzogerungen. Eine
weitere Verzogerung entstand bei der Beantragung der Tierversuche. Diese konnten aber
verspatet starten und bis zum Ende der reguléaren Laufzeit abgeschlossen werden. Durch die
Laufzeitverlangerung konnte das Gesamtprojekt erfolgreich abgeschlossen werden. Der
Abschluss der experimentellen Phase der naturwissenschaftlichen Promotionsarbeit erfolgte
fristgerecht. Im Rahmen der Arbeit erfolgten bereits mehrere Prasentationen inklusive
Vortragen auf Fachkongressen durch die wissenschaftliche Mitarbeiterin. Die zugehérige
Dissertation wurde am 8. April 2024 mit summa cum laude zum Dr. rer. nat. abgeschlossen.
Die Publikation der Daten wurde durch die naturwissenschaftliche Mitarbeiterin zusammen mit
den Projektleitern fertig gestellt und befindet sich im Einreichungsprozess bei einem

Fachjournal.

4. Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des

fortgeschriebenen Verwertungsplans

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Das Vorhaben untersuchte, welchen Einfluss RASF auf die Gefal3neubildung haben, welche
Faktoren dabei beteiligt sind und ob die Veranderung therapeutisch inhibiert werden kann.
Weiterhin wurde untersucht, ob und welche extrazellularen Matrixfragmente RASF aktivieren
bzw. die veranderte Angiogenese beeinflussen kdnnen. Zu den Verwertungsaussichten
gehoren die Sequenzierungsdaten von repetitiv aktivierten RASF, die nach Publikation der
Ergebnisse offentlich zugdnglich gemacht werden. Somit ist mit den Ergebnissen und der
Verwendbarkeit der zur Verfigung gesteliten Daten ein Beitrag zur RASF-
Gefalisysteminteraktion, der RASF-Aktivierung und dem Einfluss von anti-angiogenen
Matrixfragmenten geleistet worden. Patente oder anderweitig wirtschaftlich verwendbare

Ergebnisse liegen nicht vor und wurden bei diesem Projektteil nicht erwartet.

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Présentationen auf nationalen und internationalen Kongressen belegen trotz der Problematik
der limitierten Fachkongresse wéahrend der Pandemie den wissenschaftlichen Erfolg und das
Interesse an den Ergebnissen Teilprojekts (siehe Punkt 6). Diese beinhaltete neben Poster-
Prasentationen auch Vortrage. Eine Publikation wurde eingereicht und die

naturwissenschaftliche Dissertationsarbeit mit ,summa cum laude* abgeschlossen.
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Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Basierend auf den erzielten Ergebnissen wurde im Verlauf eine medizinische Doktorarbeit
vergeben, die den Einfluss von RASF auf die Gefal3neubildung addressiert, welche Faktoren
dabei beteiligt sind und ob die Veranderung therapeutisch inhibiert werden kann. Weiterhin
wurde untersucht, ob und welche extrazellularen Matrixfragmente RASF aktivieren bzw. die
veranderte Angiogenese beeinflussen kdnnen. Diese Daten konnten ebenfalls bereits in die
vorbereitete Publikation flieBen. Nach Publikation der Daten soll nachfolgend ein
Drittmittelantrag gestellt werden, der die Faktoren, die eine RASF-vermittelte verédnderte

Angiogenese férdern, im Detail untersuchen wird.

5. Wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger

bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens

Seit Projektbeginn wurden unserer Kenntnis nach keine Studie veroffentlicht, welche die
Effekte der RASF auf Endothelzellen in Bezug auf die im Projekt im Fokus stehenden
Faktoren wie Canstatin, CXCL-2 oder ANGPT-2 untersuchen. Auch Signalwege und
funktionelle Assays sowie die Verwendung der humanen RASF im SCID-Maus-Modell wurden

nicht durch andere Gruppen untersucht.

6. Erfolgte und geplante Veroéffentlichungen der Ergebnisse
(Stand 08.05.2024)

Manuskript in Einreichung:
Heck C, Zimmermann-Geller B, Haun S, Létfering F, Kirsammer D, Frommer KW, Arnold-Gréaf
M, Korb-Pap A, (...) Miller-Ladner U, Neumann E.

Canstatin reduces the formation of helix-like vessels induced by rheumatoid arthritis synovial

fibroblasts.
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