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Pra-arthritische
Phase

Rheumatoide arthritis (RA)

Chronische, entztindliche Autoimmunerkrankung mit
etwa 1-2% Betroffenen weltweit

Chronische Entziindung der Gelenke mit lokaler Zerstérung
von Knorpel und Knochen

Soziale Komponente
Behandlungskosten
Arbeitsunfahigkeit

Viele mogliche Behandlungsmethoden verfugbar
(DMARDS, NSARs, Biologika), ABER: immer wieder
Therapieversager

Notwendigkeit alternativer, additiver
Behandlungsmaglichkeiten ist vorhanden;

Niedrig dosierte Rontgentherapie ist effektiv in der
Behandlung degenerativer, entztindlicher Erkrankungen

Klinische Phase

Adaptiert von: Mclnnes IB, Schett G. 2011. The pathogenesis of rheumatoid arthritis. N Engl J Med 365: 2205-19
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RA — Veranderungen im Gelenk
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Adaptiert von: Choy EH, Panayi GS. 2001. Cytokine pathways and joint inflammation in rheumatoid arthritis. N Engl J Med 344: 907-16




RA - Beteiligte Zelltypen
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Entziindungsmodulation Erlangen




RA - Beteiligte Zelltypen

Knochen Fokus auf:
Osteoklasten | Osteoblasten
» Synovialfibroblasten
or6 -> Tumorahnliche Eigenschaften (Proliferation,
— Apoptoseresistenz, Invasivitat)
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RA - Beteiligte Zelltypen

Knochen Fokus auf:
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RA - Beteiligte Zelltypen
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Entzindungsmodulation

Fokus auf:

» Osteoblasten

- Knochenaufbauende Zellen
- RA: gestortes Gleichgewicht zwischen
Knochenauf- und -abbau
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Das h 7NF-a tg Mausmodell

® Humanes TNF-atransgene (hTNF-a tg) Mausmodell
(Linie tg197)

A hTNF-a ARE
-

S — ® AU-reiche Elements (ARE) wurden mit -Globin Fragment
5" — B BN - 13 ersetzt (Keffer et al, 1991) - konstitutive Uberexpression

® Chronische Polyarthritis, Gelenkschwellung, Entziindung
und Knochenerosionen; &hnelt Krankheitsbild im Patienten
stark

® Onset ~ 4w
Beginnende RA ~ 6w
Etablierte RA ~8-10w

® Zytokin-vermitteltes Modell
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A) Nach Li P, Schwarz EM. 2003. The TNF-alpha transgenic mouse model of inflammatory arthritis. Springer Semin Immunopathol 25: 19-33



Gewinnung der Zellen

Synovialfibroblasten

Osteoblasten
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Deloch et al, Frontiers Immunology, 2018

Rontgentherapie reduziert die Anzahl der Synovialfibroblasten
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- Abnahme des Zellwachstums (ab 1.0Gy)
- Induktion von Apoptose (ab 0.5Gy) - anti-entzindlich!

- Abmilderung der tumorahnlichen Eigenschaften der FLS
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Gezeigt sind die gepoolten Datenpunkte aus funf hTNF-a tg-FLS Zellpools, welche in vier unabhéngigen Experimenten, jedes davon in biologischen Triplikaten, untersucht wurden. Graphen zeigen Mean *+ SEM. Daten wurden auf Normalverteilung getestet und
anschlieBend mittels Students t Test oder Mann—Whitney U test mit der unbehandelten Kontrolle, 96h nach Bestrahlung statistisch untersucht (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p<0,001)




Deloch et al, Frontiers Immunology, 2018

Rontgentherapie reduziert die Sekretion entzundlicher Zytokine
durch FLS
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- Modulation des Zytokinmilieus in den Uberstanden von hTNF-a tg FLS Kulturen
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Gezeigt sind die gepoolten Datenpunkte aus funf hTNF-a tg-FLS Zellpools, welche in vier unabhéngigen Experimenten, jedes davon in biologischen Triplikaten, untersucht wurden. Graphen zeigen Mean *+ SEM. Daten wurden auf Normalverteilung getestet und
anschlieBend mittels Students t Test oder Mann—Whitney U test mit der unbehandelten Kontrolle, 96h nach Bestrahlung statistisch untersucht (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p<0,001)




Deloch et al, Frontiers Immunology, 2018

Rontgentherapie reduziert die Expression Knorpel- und
Knochenzerstorender Gene
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Gezeigt sind die gepoolten Datenpunkte aus funf hTNF-a tg-FLS Zellpools, welche in vier unabhéngigen Experimenten, jedes davon in biologischen Triplikaten, untersucht wurden. Graphen zeigen Mean *+ SEM. Daten wurden auf Normalverteilung getestet und
anschlieBend mittels Students t Test oder Mann—Whitney U test mit der unbehandelten Kontrolle, 96h nach Bestrahlung statistisch untersucht (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p<0,001)




Deloch et al, Frontiers Immunology, 2018

Rontgentherapie reduziert die Differenzierung von Osteoklasten
und inhibiert die Knochenresorption
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- Reduktion ausdifferenzierter Osteoklastenzahl (ab 0.5Gy)

—> Viabilitat ist durch Bestrahlung nicht beeinflusst

Gezeigt sind die gepoolten Datenpunkte aus sieben (Differenzierung und qPCR) bzw. neun hTNF-a tg Mannchen (MTT Assay) , welche in drei unabhéngigen Experimenten, jedes davon in biologischen Triplikaten, untersucht wurden. Graphen zeigen Mean + SEM.
Daten wurden auf Normalverteilung getestet und anschlieBend mittels Students t Test oder Mann—Whitney U test mit der unbehandelten Kontrolle, 96h nach Bestrahlung statistisch untersucht (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p<0,001)
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Deloch et al, Frontiers Immunology, 2018

Rontgentherapie reduziert die Differenzierung von Osteoklasten
und inhibiert die Knochenresorption

Knochenresorption (d14) CrossLaps (d7)
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- Signifikant reduzierte resorptive Fahigkeiten der mit Réntgenstrahlung behandelten Osteoklasten (ab 0.5Gy)

- Verringerte Menge an freigesetzten Kollagenfragmenten bereits nach 7d im Uberstand nachweisbar
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Gezeigt sind die gepoolten Datenpunkte aus sieben (Differenzierung und qPCR) bzw. neun hTNF-a tg Mannchen (MTT Assay) , welche in drei unabhéngigen Experimenten, jedes davon in biologischen Triplikaten, untersucht wurden. Graphen zeigen Mean + SEM.
Daten wurden auf Normalverteilung getestet und anschlieBend mittels Students t Test oder Mann—Whitney U test mit der unbehandelten Kontrolle, 96h nach Bestrahlung statistisch untersucht (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p<0,001)
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0,5Gy induzieren verstarkte Mineralisierung in h 7NF-a tg
Osteoblasten

Mineralisierungs-Assay (d21) OPG ELISA (d7)
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Gezeigt sind die gepoolten Datenpunkte aus drei hTNF-a tg Tieren, welche in zwei unabhangigen Experimenten, jedes davon in biologischen Triplikaten, untersucht wurden. Graphen zeigen Mean += SEM. Daten wurden auf Normalverteilung getestet und
anschlieBend mittels Students t Test oder Mann—Whitney U test mit der unbehandelten Kontrolle, 96h nach Bestrahlung statistisch untersucht (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p<0,001)




/In vivo Bestrahlungs Set-up
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Deloch et al., Frontiers Immunology, 2018

Rontgentherapie mit 1x0.5Gy erhoht die Griffstarke beil reduzierten

hTNF-a Leveln im Serum h7NF-a tg Tiere
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- Signifikant erh6hte Griffstarke wahrend der ersten Tage

- Erniedrigte hTNF-a Level im Serum der bestrahlten Tiere (d33)
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Gezeigt sind drei unabhangige Experimnete mit insgesamt (w/0)=6 and n(local)=5 hTNF-a tg Mausen. Daten sind als Mean +SEM dargestellt und mittels Mann-Whitney-U test im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0) untersucht worden (*p<0.05).
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Rontgentherapie mit 1x0.5Gy reduziert Entzundung und
Knochenverlust in h 7NF-a tg Mausen
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B

Gezeigt sind drei unabhangige Experimnete mit insgesamt (w/0)=6 and n(local)=5 hTNF-a tg Mausen. Daten sind als Mean +SEM dargestellt und mittels Mann-Whitney-U test im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0) untersucht worden (*p<0.05).
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Zusammenfassung

Niedrig dosierte Rdntgentherapie

\ Hyperproliferation \I/

Necrosis®=# Apoptosis 1‘
RA-FLS 1

RANK-L )

4 Mineralization \ ‘?F 7& ,

- —
TOPG Osteoty , @ Number J,
asts
OSi’e()
1 opG/RANK-L lasts Bone resorbing I
activity

® Reduziert die Anzahl entziindlicher FLS sowie deren Freisetzung entzlndlicher Zytokine = Frosiveand l

Zusatzlich erniedrigte Expression Knorpel-/Knochendestruktiver Gene in FLS

inflammatory area

Fuhrt zu einer Reduktion ausdifferenzierter Osteoklasten sowie zu verminderter resorptiver

Fahigkeit in den verbleibenden Osteoklasten
Induziert verstarkte Mineralisierung in Osteoblasten

Reduziert die Expression pro-osteoklastogener Faktoren in Osteoblasten

Verbessert den Krankheitsverlauf in vivo (Griffstarket, Entziindung|, Knochenerosion|)
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® Reduziert die Anzahl entziindlicher FLS sowie deren Freisetzung entzlndlicher Zytokine = Frosiveand l

® Zusatzlich erniedrigte Expression knorpel-/knochendestruktiver Gene in FLS

inflammatory area

® Fuhrt zu einer Reduktion ausdifferenzierter Osteoklasten sowie zu verminderter resorptiver

Fahigkeit in den verbleibenden Osteoklasten
® Induziert verstarkte Mineralisierung in Osteoblasten

® Reduziert die Expression pro-osteoklastogener Faktoren in Osteoblasten

® Verbessert den Krankheitsverlauf in vivo (Griffstarket, Entztindung|, Knochenerosion))

‘ Ist in der Lage den entzindlichen Phanotyp der Krankheit abzumildern!
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