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I EINLEITUNG

1. Das Krankheitsbild der Rheumatoiden Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) gehört zusammen mit den Spondarthritiden zu der Un-

tergruppe der entzündlichen Arthritiden.  Die RA und die Spondarthritiden gehören

wiederum neben z.B. den Kollagenosen den entzündlich-rheumatischen Krankheits-

bildern an (Gross WL, 2004).

Im vergangenen Jahrhundert wurde durch Veränderungen in Lebensführung und Hy-

giene in den Industrienationen der Fokus von den infektiösen Krankheiten weg hin zu

den Krankheiten mit autoimmunem Hintergrund verlagert. Es ist jedoch unklar, ob

diese Tendenz einem wirklichen Anstieg der Autoimmunkrankheiten oder einer er-

höhten Aufmerksamkeit  und verbesserten Diagnoseinstrumentarien  zuzuschreiben

ist (Zinkernagel RM, et al., 2001). 

Als Ursache für die RA wird allgemein vermutet, dass diese sich aus einer variablen

Zusammensetzung  von  individueller  genetischer  Prädisposition,  Umweltfaktoren,

aber  auch  infektiösen  Auslösern  und  fehlregulierten  Immunantworten  zusammen-

setzt (Ermann J et al., 2001; Marrack P et al., 2001; Smith JB, 2002; Silman AJ et al.,

2002). Die durch ein entzündliches Geschehen verstärkte Zerstörung von Gelenken

ist das einzigartige und hervorstehende Merkmal der RA, welches nicht nur die RA

von anderen arthritischen Zuständen unterscheidet, sondern auch für die Prognose

der meisten Betroffenen entscheidend ist (Gay S et al., 1993). Weit verbreitet ist die

Theorie, die als erstes Ereignis in der Entstehung der RA eine antigenabhängige Ak-

tivierung von T-Zellen vermutet. Die Aktivierung der T-Zellen führt im Anschluss unter

anderem zur Proliferation synovialer Grenz- und Endothelzellen,  Rekrutierung und

Aktivierung  zusätzlicher  Entzündungszellen  aus  Knochenmark  und  Kreislauf  und

schließlich Ausschüttung von Zytokinen und Proteasen durch Makrophagen und fi-

broblastartige Synovialzellen. Daher findet im Verlaufe der RA eine Umorganisierung

der Gelenkhaut hin zu einem invasiven, pannusartigen Gewebe statt (siehe Abbil-

dung 1). Dieser Prozess kann bis zur Zerstörung des Knochens führen, wenn ihm

nicht Einhalt geboten wird (Harris ED et al. 2006).
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Quelle: eigene Darstellung

Abbildung 1: 
Das arthritische Gelenk: In der rechten Bildhälfte ist ein gesundes und intaktes Gelenk dargestellt. Die

mit Knorpel überzogene Gelenkfläche der gelenkbildenden Knochen wird von der Gelenkinnenhaut

(Synovium) umkleidet. Die von der Gelenkinnenhaut gebildete Gelenkflüssigkeit (Synovia) dient als

Gelenkschmiere zur Verringerung des Reibungswiderstandes.

In der linken Bildhälfte ist das rheumatische Gelenk abgebildet. Die Gelenkinnenhaut ist entzündet

und stark geschwollen. Abwehrzellen wie B- und T-Zellen und Makrophagen sind eingewandert. Aus

der Gelenkinnenhaut hat sich ein sich in die Gelenkhöhle vordringendes Gewebe, der sog. „Pannus“

gebildet. Dieser breitet sich auf die Gelenkflächen aus und greift Knorpel- und Knochenstrukturen an. 
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1. 1.1 Epidemiologie

Die weltweite Prävalenz der RA beträgt im Schnitt 1 % bei Kaukasiern, variiert aber

zwischen 0,1% bei afrikanischer Landbevölkerung und 5% bei Pima- und Chippe-

waindianern (Spector TD et al., 1990). Andere Studien geben eine Prävalenz der RA

von 500/100000 Einwohnern in Nordeuropa, von 330/100000 in Südeuropa sowie

von  350/100000  Einwohnern  in  den  Entwicklungsländern  an.  In  den  Vereinigten

Staaten lässt sich die Prävalenz auf etwa 1070/100000 beziffern (Alamanos Y et al.,

2006). In der Geschlechtsverteilung der RA zeigen sich deutliche Unterschiede. In

den Lebensjahren zwischen 20 und 50 liegt  das Verhältnis  erkrankter  Frauen zu

Männer bei 3:1. Sowohl weibliches Geschlecht als auch Alter sind für die Erkrankung

wie auch für die Prognose als Risikofaktoren anzusehen (Symmons DP et al., 2002).

Die RA stellt für die Volkswirtschaft durch die sie begleitenden Krankheitskosten und

Produktivitätseinschränkungen einen wichtigen Kostenpunkt dar. Im Jahr 2005 lagen

beispielsweise die Behandlungskosten der RA in den Vereinigten Staaten bei Arbei-

tern durch Behandlungsausgaben, Abwesenheit vom Arbeitsplatz und Kurzzeitbehin-

derungen auf dem vierten Rang mit 2300 US-Dollar durchschnittlichen Kosten pro

Jahr (Ozminkowski  RJ et  al.,  2006).  Damit  liegt  die RA vor  anderen chronischen

Krankheiten wie z.B. Krebs, Asthma, bipolaren Störungen, Diabetes, chronisch ob-

struktiven  Lungenerkrankungen,  Depression,  Nierenversagen,  Bluthochdruck  und

Herzerkrankungen. 

1.2 Das klinische Bild der RA

Das Hauptkennzeichen der RA ist die bilaterale, symmetrische Polyarthritis. Charak-

teristischerweise sind beide Handgelenke und die zweiten und dritten Metakarpopha-

langealgelenke geschwollen und schmerzhaft.  Größere Gelenke, wie Knie-,  Hüft-,

Fuß- und Ellenbogengelenk werden eventuell im Rahmen des Krankheitsprozesses

betroffen. Ist jedoch nur ein Gelenk erkrankt, müssen andere Ursachen in Betracht

gezogen werden, wie z.B. eine infektiöse Arthritis. Beschwerden wie allgemeines Un-

wohlsein, Schwäche, leicht erhöhte Temperatur, Schweißausbrüche und Gewichts-

verlust sind, insbesondere zu Beginn der Erkrankung, häufige Begleiterscheinungen

der RA. Viele Patienten leiden zudem an Depression. Persistierende Steifigkeit nach
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dem Aufstehen in und in der Umgebung von Gelenken stellt ein einheitliches Sym-

ptom dar. Diese Art von Morgensteifigkeit dauert bis zu mehreren Stunden, kann sich

mittags verbessern, um oftmals am späten Nachmittag oder Abend zurückzukehren.

Systemische Manifestationen können zu Anfang Gelenkschmerzen und allgemein er-

höhte Schmerzempfindlichkeit, welche ebenfalls zu den Symptomen einer Synovitis

gehören, verschleiern (Zwaifler NJ, 2006). 

1.3 Komplikationen

Die RA wird von zahlreichen Komplikationen begleitet. Diese werden für gewöhnlich

nach den betroffenen Organen eingeteilt ( z.B. Herz, Lunge etc.), können aber auch

nach ihren pathophysiologischen Aspekten unterteilt werden. Einige davon sind le-

diglich Auswirkungen der die Gelenke betreffenden Prozesse. Beispiele hierfür sind

die Kompressions-Neuropathien (Karpal- oder Tarsaltunnelsyndrome), Einklemmun-

gen des Spinalstrangs (atlantoaxiale Dissoziation), synoviale Ausstülpungen (Baker-

Zyste,  Pseudothrombophlebitis)  oder  Sehnenrupturen.  Andere,  wie  z.B.  Anämie,

Muskelschwäche, Osteopenie und Amyloidablagerungen, sind Folgeerscheinungen

chronischer Entzündung und anhaltender Exposition gegenüber schädlichen Zytoki-

nen. Äquivalente der Synovitis an anderen serösen Oberflächen stellen Pleuritiden

oder Perikarditiden dar. Die Mehrzahl der Nebeneffekte kann immunologischen Phä-

nomenen zugeschrieben werden (Zwaifler NJ, 2006).

1.4 Diagnosestellung

Die Diagnosestellung der RA erfolgt mit Hilfe einer weiten Bandbreite von diagnosti-

schen Techniken und Werkzeugen. Als klinische Tests sind hierbei die standardisier-

te Bestimmung der Griffstärke und modifizierte Gelenkindizes zu nennen. In der Bild-

gebung  liefern  Computertomographie  und  Magnetresonanztomographie  klinisch

wichtige Informationen über Gelenkintegrität und Entzündungsumfang mit einer be-

trächtlich höheren Sensitivität und Auflösung als der konventioneller Techniken. Die

labormedizinische Diagnostik umfasst die Bestimmung der Entzündungsaktivität (z.B.

C-reaktives Protein, BSG), von Rheumafaktoren, Immunkomplexen, Komplementre-

zeptoren  sowie  Produkten  der  Komplementaktivierung,  Interleukinen  und  vielem
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mehr (Panush RS, 1992). Zusätzlich werden die von Arnett et al. 1988 erarbeiten Kri-

terien des American College of Rheumatology (ACR) herangezogen:

1. Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens einer Stunde Dauer

2. Arthritis von 3 oder mehr Gelenkbereichen: Weichteilschwellung und Erguss

gleichzeitig an mindestens 3 Gelenkbereichen

3. Arthritis der Hand- und Fingergelenke: Schmerzen und Schwellung von Hand-

wurzelgelenken, proximalen Interphalangealgelenken oder Metakarpophalan-

gealgelenken (siehe Abbildung 2)

4. Symmetrische Arthritis: Gleichzeitiger Befall desselben Gelenkbereiches bei-

der Körperhälften

5. Rheumaknoten: Subkutane Knoten über Knochenvorsprüngen oder Extensor-

flächen oder im juxtaartikulären Bereich

6. Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

7. Typische Röntgenveränderungen der Hände: Gelenknahe Osteoporose u./o.

Erosionen.  Rein  osteoarthrotische Veränderungen sind  hierfür  nicht  ausrei-

chend

Ein Patient leidet an einer RA, wenn er 4 von 7 Kriterien erfüllt (ACR-Score ≥ 4 bei

RA). Die Kriterien der RA müssen für mindestens eine Woche vorliegen.

Quelle: http://www.arthritis.ch/images/abb2.jpg, 
aufgerufen am 10.12.2009
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Abbildung 2: Gelenkveränderungen bei RA

Durch Knorpelverlust ist der Gelenkspalt verschmä-

lert (s. Pfeile). Es finden sich gelenknahe Knochene-

rosionen sowie ein Abweichen der Finger in Richtung

Kleinfinger (sog. Ulnardeviation).
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Erklärungsversuche für die „natürliche Ursache“ der RA (insbesondere in Abwesen-

heit einer effektiven Therapie) basieren auf Beobachtungen, die bereits vor 1950 ge-

macht wurden. In dieser Zeit waren serologische Tests für Rheumafaktoren, geneti-

sche Analysen und weiterentwickelte Bildgebungstechniken noch nicht verfügbar. Es

existierte noch keine universelle Übereinkunft für die Klassifikation der entzündlichen

Polyarthritis.

Merkmale, die auf eine günstige oder ungünstige Prognose hindeuten, konnten je-

doch schon frühzeitig identifiziert werden (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Klinische und labormedizinische Parameter für eine ungünstige Prognose der RA
                 (Zwaifler NJ et al. ,,Rheumatoid Arthritis“, 2nd Edition, 2006)

Klinik Labor
Hohe  Anzahl  entzündeter
Gelenke (>14)

Erhöhte Blutkörperchensenkungsgeschwindig-
keit (BSG) oder C-reaktives Protein (CRP)

Extraartikuläre Manifesta-
tionen          

Hoher Titer Rheumafaktor (IgM)

Rheumaknoten RA-„Prädispositions“- Haplotyp
Chronisches Krankheits-
geschehen

Juxtaartikuläre Knochenerosionen

1.5 Verlauf und Prognose

Remissionen ereignen sich selten nach dem ersten Krankheitsjahr. Männer weisen

hier eine bessere Prognose auf, insbesondere junge Frauen zeigen selten eine Re-

mission. Mehr als die Hälfte der Patientinnen, die schwanger werden, erleben im All-

gemeinen eine Besserung der Symptomatik, die Synovitis kehrt jedoch zwei bis drei

Monate post partum zurück. Beginnt die Krankheit nach dem 50. Lebensjahr, hat sie

eine bessere Prognose. Grundsätzlich gilt,  dass sich die weitere Entwicklung ver-

schlechtert, je länger eine fortschreitende Erkrankung besteht. Eine verkomplizieren-

de Vaskulitis ist mit einer besonders ernsten Prognose verbunden. Patienten verster-

ben selten an einer RA, obwohl eine sekundäre systemische Vaskulitis oder eine at-

lantookzipitale Subluxation letal enden kann (Zwaifler NJ, 2006).
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1.6 Therapie

Für die RA gibt es keine kausale Therapie. Die Behandlungsstrategie zielt darauf ab,

den Entzündungsprozess zu stoppen und damit Schmerz, Bewegungseinschränkun-

gen und vor allem die Gelenkzerstörung zu verhindern. Nach Diagnosestellung wird

zunächst medikamentös mit nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) und Glucocorti-

coiden behandelt, bis die in Kombination applizierte, langsamer wirkende sogenann-

te „Basistherapie“ greift. Diese Basistherapie mit Antirheumatika (DMARD =  Disea-

se-Modifying Antirheumatic Drugs) kann den gelenkzerstörenden Prozess verlangsa-

men, manchmal sogar stoppen. Zu beachten ist hierbei, dass NSAR keinen Einfluss

auf die Prognose bewirken sondern nur zu einer Symptomreduktion führen können

(Landewé RB et al., 2002; Van Jaarsveld CH et al., 2000). Zu Beginn bei nur leichten

Beschwerden werden Sulfasalazin, seltener Antimalariamittel (Chloroquin, Hydroxy-

chloroquin)  oder auch orales Gold eingesetzt.  Bei aktivem Beginn der RA ist Me-

thotrexat das Mittel der Wahl. Therapierefraktäre Patienten werden mit sogenannten

Biologika,  wie  z.B.  Tumornekrosefaktor-α –Blockern  ((TNF-α)-Blockern) oder  mit

Anti-CD20-Antikörpern bzw. Anti-IL-6R-Antikörpern behandelt. 

Abbildung 3: Medikamentöse Therapie der RA

Quelle: eigene Darstellung
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Bei  schweren systemischen Manifestationen  z.B.  im Rahmen einer  systemischen

Vaskulitis wird Cyclophosphamid verwendet (Gross WL, 2004). Von entscheidender

Bedeutung  ist  ein  frühzeitiger  Therapiebeginn  mit  Glucocorticoiden  und  DMARD.

Dieser führt erwiesenermaßen zu einer Senkung der Mortalität und des Krankheits-

prozesses  (Mäkinen et al., 2007). Begleitend sind punktuelle physikalische, physio-

therapeutische und ergotherapeutische Maßnahmen hilfreich. Ein frühzeitiger Kon-

takt mit einem in der Rheumachirurgie erfahrenen orthopädisch und handchirurgisch

operativ tätigen Spezialisten zur Erhaltung von Gelenkfunktion und damit Selbstän-

digkeit und Mobilität ist ebenfalls erforderlich (Frey D et al., 1997).

Die beiden bei der RA entscheidenden Prozesse, die chronisch entzündliche Verän-

derung des Synoviums, an der unter anderem T-Zellen, Makrophagen und dendriti-

sche Zellen beteiligt sind, wie auch die fortschreitende Zerstörung des Gelenkknor-

pels  und -knochens  durch  Fibroblasten  und  Osteoklastenbilden  die  Hauptansatz-

punkte einer wirksamen Therapie.

Neue Medikamente zielen hierbei beispielsweise auf die T-Zell-unterstützte Entzün-

dung ab. Die Entwicklung dieser Wirkstoffe basiert auf einer zunehmenden Zahl von

Daten, welche die Rolle der T-Zellen bei der Pathogenese der RA hervorhebt (Lipsky

PE,  1998;  Kotzin BL,  1998).  Durch die Entwicklung des Ko-Stimulationshemmers

Abatazept  (Orencia®)  steht  ein  weiteres  immunmodulatorisches  Medikament  zur

Verfügung. Andere neue Therapien richten sich gegen Moleküle, durch welche die

Gewebszerstörung hervorgerufen wird. Diese Herangehensweisen, allgemein Antizy-

tokintherapien genannt, basieren auf der Inhibierung proinflammatorischer Zytokine.

Die Antizytokintherapie der RA ist effektiv, gut verfügbar und wird in steigender Zahl

angewandt. Die Inhibition von TNF-α entweder durch einen rekombinanten löslichen

TNF-α-Rezeptor (Eubrel®) oder monoklonale Antikörper wie Infliximab (Remicade®,

Humira®, Cimzia® und Simponi®), welche mit TNF-α eine Bindung eingehen und

dessen Funktion als Entzündungsmediator inhibieren, mündet in einer objektiven und

subjektiven Verbesserung der RA. Im Vergleich unterscheiden sich die TNF-α-Hem-

mer  hinsichtlich  Sicherheit  und  Effektivität  nicht  signifikant  (Gartlehner  G  et  al.,

2006). Vorläufigen Studien folgend hat sich ein rekombinanter IL-1-Rezeptor-Antago-

nist (IL-1ra, Anakira), der an den IL-1-Rezeptor auf z.B. Monozyten bindet, ohne die-

sen zu aktivieren, als ebenso effektiv erwiesen (Smith JB et al., 2002). Die Therapie

der RA mit Biologika ist jedoch in einigen Fällen mit ernsten Nebenwirkungen ver-
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bunden. Ca. 30 % der Patienten sprechen auch nicht auf die Therapieansätze an,

wobei die Gründe hierfür noch nicht vollständig geklärt sind (Kiely W et al. 2002). 

1.7 Ätiologie und Pathogenese

Obwohl vieles im Verlauf der RA auf eine zugrunde liegende infektiöse Ursache hin-

weist, konnte trotz vieler Anstrengungen noch kein infektiöses Agens nachgewiesen

werden. Es ist wahrscheinlich, dass zahlreiche verschiedene Faktoren in einem im-

mungenetisch prädisponierten Individuum interagieren, um eine polyartikuläre Syno-

vitis auszulösen. Einmal gestartet, wird der Prozess dabei letzten Endes selbsterhal-

tend (Harris D et al., 2006).

Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche Konzepte und Spekulationen die Ätiopathogene-

se der RA betreffend in den Raum gestellt, von denen die meisten sowohl genetische

als auch Umweltfaktoren beinhalten. Bekannt ist eine Assoziation der Krankheit mit

bestimmten HLA-DRB1-Allelen, welche für eine bekannte Sequenz von fünf Amino-

säuren in der hypervariablen Region der HLA-DR-ß-Kette kodieren, das sogenannte

susceptibility epitope oder shared epitope. Dieses Epitop wird bei 80-90 % aller kau-

kasischen Patienten mit RA vorgefunden. Somit liegt seine Häufigkeit deutlich höher

als bei der Normalbevölkerung (40-50 %). Die Schätzungen bezüglich der Erblichkeit

beziffern sich auf 60 %, davon werden dem HLA-Status weniger als die Hälfte zuge-

schrieben, multiple Loki außerhalb der HLA-Region tragen möglicherweise ebenfalls

zu einem erhöhten familiären Risiko bei. Am weitesten verbreitet ist die Annahme,

dass das shared epitope die Bindung von HLA-DR-Molekülen an arthritogene Pepti-

de vermittelt. Unter den Umweltfaktoren bilden Infektionen und Mikroben eine der ge-

läufigsten Alternativen.  Jedoch konnten im Rahmen intensiver Studien der letzten

Jahre nur wenig belastbare Hinweise erbracht werden, welche die Hypothese einer

mikrobiellen Beteiligung bei der Pathogenese der RA stützen (Zwaifler NJ, 2006). 

Monozygote Zwillinge zeigen für die Entwicklung einer RA eine Konkordanzrate von

nur 15-30 % auf. Diese Beobachtung lässt nicht nur Raum für Erwägungen somati-

scher Diversifikation, sondern auch für Umweltfaktoren. Die bakterielle Besiedelung

des Darmes durch potenziell rheumatogene Erreger ist auch zu berücksichtigen. An-

dererseits steigt die Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen im Rahmen eines
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Follow-Up über 30 Jahre von dem Tag, ab dem ein Zwilling an RA erkrankt ist, auf

ca. 40 % an (Toivanen P, 2006).

Wie bereits angeführt weisen Frauen gegenüber Männern eine drei- bis vierfach er-

höhte Erkrankungswahrscheinlichkeit auf. Dies beruht möglicherweise auf stimulati-

ven Wirkungen des Östrogens auf das Immunsystem, da Östrogen die T-Suppres-

sorzell-Funktion hemmt und die T-Helfer-Funktion verstärkt (Ansa A et al., 1985). Zu-

sätzlich  konnten  Östrogen-Rezeptoren  auf  Synovialzellen  und  T-Suppressorzellen

nachgewiesen werden (Takagi H et al., 2000).

1.8 Zytokine in der RA

Im Sinne eines besseren Verständnisses der Funktionen von verschiedenen Zytoki-

nen in der Pathophysiologie der Gelenkentzündung und Destruktion wurden die in

der rheumatoiden Synovialflüssigkeit gefundenen oder peripher im Blut durch mono-

nukleäre Zellen produzierten Zytokine in zahlreichen Studien charakterisiert. Verein-

fachend lassen sich die an der RA beteiligten Zytokine in pro- und antiinflammato-

risch unterscheiden (Feldmann M et al., 1996).

Allerdings kann diese Unterscheidung nicht scharf gezogen werden, da zahlreiche

Zytokine sowohl pro- als auch antiinflammatorisch wirken können. Von großer Wich-

tigkeit sind die Muster der Zytokinausschüttung, die durch Zellen des synovialen Ge-

webes erfolgen. Dies rührt daher, dass die Schäden, die an Knorpel, Knochen und

periartikulären Strukturen entstehen, primär durch Zellen des proliferierenden Syno-

viums und des angrenzenden Knorpels  vermittelt  werden.  Die  zentralen Zytokine

sind die u.a. durch Makrophagen und Fibroblasten produzierten IL-6, IL-1ß, TNF-α,

GM-CSF und TGF-ß, während Interferon-γ nur in geringem Umfang nachgewiesen

werden konnte. 

Studien in experimentellen Modellen zeigen, dass TNF-α ein Schlüsselzytokin für die

Gelenkzerstörung ist und IL-1ß ist vor allem in die Knorpelzerstörung involviert. Die

IL-1ßProduktion kann unabhängig von TNF-α erfolgen (van den Berg WB, 1999). Un-

ter Verwendung von anti-TNF-α/IL-1ß neutralisierenden Antikörpern konnten diese

Beobachtungen von Arthritis-Modellen in Knockout-Mäusen weiter unterstützt wer-

den. Im Unterschied zur absoluten IL-1ß-Konzentration wird das destruktive Potenzi-

al einer Arthritis durch die Balance von regulativen Zytokinen und Wachstumsfakto-

ren bestimmt. 
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2. Die Rolle der synovialen Fibroblasten in der RA

Obwohl es in den letzten Jahren deutliche Fortschritte in der Erforschung der Ätiolo-

gie und Pathogenese gegeben hat, sind diese noch nicht vollständig verstanden (Ziff

M, 1990). Es herrscht weitgehende Übereinstimmung über die Tatsache, dass die

Pathogenese der RA durch die Aktion und Interaktion mehrerer Zelltypen und Fakto-

ren vermittelt wird. Die hochspezifische Kommunikation der beteiligten Zellen bringt

dabei die große Vielfalt an Symptomen und Merkmalen der RA hervor. Basierend auf

dieser Erkenntnis wurde die ursprüngliche Theorie aktiver Signalgeber und passiv

reagierender Zellen verlassen. An ihre Stelle trat die Einsicht, dass in der Pathogene-

se der RA viele verschiedene Zelltypen aktiv in das Krankheitsgeschehen eingebun-

den sind (Firestein GS, 1996). So wurde die RA zunächst noch durch eine chroni-

sche Entzündung der Gelenksynovia und Infiltration durch aktivierte blutständige Zel-

len, hauptsächlich CD4-positive T-Zellen, Makrophagen sowie Plasmazellen charak-

terisiert (Jannossy G et al., 1981). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass in diesem

Prozess zusätzlich ein aktivierter  IL-1-Rezeptor, sowohl in initiierender als auch un-

terhaltender Funktion, eine wichtige Rolle spielt (Franz JK et al., 1999). Der Fibro-

blasten-Nomenklatur  folgend, sind synoviale Fibroblasten (SF) als nicht-vaskuläre,

nicht-epitheliale Zellen definiert, welche während der Embryogenese durch Teilung

im Synovium lokal entstehen, durch Teilung ersetzt werden und fibröse Matrix-Protei-

ne und Matrix bilden. Fibroblasten des Synoviums sind auch bekannt als „Fibroblast-

artige“- oder „Typ B“-Synoviozyten/synoviale Zellen. In der Gewebskultur sind intima-

le und subintimale Fibroblasten jedoch nicht unterscheidbar, weshalb der generelle

Ausdruck „synovialer Fibroblast“ verwendet wird (Edwards J, 2000). Die Begriffe „inti-

mal“ und „subintimal“ beziehen sich hier auf verschiedene Schichten der Synovia.

Rheumatoide  synoviale  Fibroblasten (RASF)  sind  durch einen rundlichen,  großen

und abgeblassten Zellkern charakterisiert, der auf einen aktiven RNA-Metabolismus

hindeutet. Wesentlich ist auch, dass RASF in der Zellkultur über mehrere Passagen

vermehrt  werden  können.  Diese  Veränderungen  werden  oft  auf  eine  tumorartige

Transformation zurückgeführt, welche in dem aggressiven und invasiven Verhalten

der RASF im angrenzenden Knorpel und Knochen resultiert (Huber LC et al., 2006).

Heute  ist  bekannt,  dass sich RASF in  der  obersten Schicht  des Synoviums,  der

Deckzellschicht oder des lining layer, substanziell nicht nur von anderen SF in nor-
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malem Gewebe, sondern auch von RASF in tieferen Schichten des rheumatoiden

Synoviums unterscheiden (Pap T et al., 2000).

Diese Unterschiede scheinen für die RA charakteristisch zu sein und sind sowohl in

der  Morphologie  als  auch  in  biologischen  Besonderheiten  zu  finden.  So  weisen

RASF in der Deckzellschicht zahlreiche Merkmale der Zellaktivierung auf, die letzt-

endlich in ihrem aggressiven und invasiven Verhalten münden. Ein wichtiges Merk-

mal hierbei ist die Fähigkeit aktivierter RASF an Gelenkknorpel zu adhärieren und tief

in die extrazelluläre Matrix (EZM) einzudringen, um dort einen unkontrollierten Zer-

störungsprozess zu unterhalten (Pap T et al., 2000).

Der Einfluss der SF bezüglich des Prozesses der Gelenkzerstörung in der RA ist bis

heute noch nicht  völlig  klar  (Müller-Ladner  U et  al.,  2005;  Kontoyiannis  D et  al.,

2000). Allerdings wurde die Vorstellung, die RA sei eine primär T-Zell-abhängige Er-

krankung, im Verlauf der letzten Jahre zunehmend in Frage gestellt. Vielmehr wächst

die  Erkenntnis,  dass bei  der  Entstehung der  RA residente,  fibroblastartige Zellen

einen signifikanten Beitrag zur Progredienz der Erkrankung leisten (Huber LC et al.,

2006). Jüngste Forschungsergebnisse deuten auf die zentrale Rolle der RASF bei

der Knorpeldestruktion hin (Müller-Ladner et al., 2007). Hierbei sei auf die klassische

Funktion der SF, mit der extrazellulären Knorpelmatrix zu interagieren und z.B. durch

Initiierung bei Wundheilung deren Degradation durch Produktion von Metalloprotein-

asen und Cathepsinen herbeizuführen, hingewiesen. Die Zerstörung von Matrix und

Matrixproteinen scheint sich jedoch auch autonom ohne die Anwesenheit  von Im-

munzellen zu vollziehen (Müller-Ladner U et al., 1996). Es ist wahrscheinlich, dass

SF, ähnlich wie Zellen des Knochenmarkstromas, in der Lage sind, die effektorischen

Eigenschaften residenter oder aus dem Blut eingewanderter Zellen im arthritischen

Gelenk zu modulieren. Diese Vermutung wird durch die Tatsache unterstützt, dass

intimale SF normalerweise nur in minimalem Kontakt zu Blutzellen, wie Makrophagen

oder  Lymphozyten,  stehen.  Topographische  Isolation  könnte  demzufolge  einen

Schutz gegenüber  SF-immunen Zellinteraktionen gewährleisten.  In einem von RA

betroffenen Gelenk sind dagegen sowohl die Lokalisation als auch die Interaktionen

synovialer Fibroblasten mit Leukozyten verändert, welche sowohl die Entwicklung ef-

fektorischer Funktionen als auch pathogener Entzündung begünstigen (Tarner IH et

al., 2003). Einmal aktiviert, produzieren die RASF eine Reihe von Zytokinen, Chemo-

kinen und Matrix auflösenden Proteinen, welche Einfluss auf die benachbarten Ent-

zündungs- und Endothelzellen nehmen und so in der Gesamtheit aller Prozesse die
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fortschreitende Zerstörung von Knorpel- und Knochenstrukturen vorantreiben. Inner-

halb dieses Prozesses sind die ausgeschütteten Zytokine im Synovium auch an der

Rekrutierung von T-Zellen, Makrophagen und neutrophilen Leukozyten beteiligt, wel-

che wiederum neue Entzündungszellen anziehen und nicht zuletzt die RASF und Os-

teoklasten zu vermehrter Zytokinbildung anregen (Tarner IH et al., 2003).

2.1 Enzymatische Destruktion der extrazellulären Matrix durch SF

Die Degradation der extrazellulären Matrix in der RA vollzieht sich u.a. durch von Fi-

broblasten produzierte proteolytische Enzyme, insbesondere der Cathepsine und der

Matrixmetalloproteinasen (MMP). Erhöhte Werte der MMP konnten nicht nur in der

Synovialflüssigkeit von RA-Patienten gefunden werden, sondern auch im rheumatoi-

den Synovium (Pap T et al., 2000). Dabei konnten in der Grenzzellschicht oder an

Orten  der  Knorpelinvasion  RASF  als  Hauptquelle  der  MMP  identifiziert  werden.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Grade der Expression von MMP, wie z.B.

des  MMP-13,  mit  erhöhten  Werten  systemischer  Entzündungsmarker  korrelierten

(Pap T et al., 2000).

Die MMP bilden eine Gruppe von 18 verschiedenen beim Menschen bekannten En-

zymen. Die Gruppe umfasst die „klassische“ Fibroblasten-Kollagenase MMP-1 (Kol-

lagenase-1), die mesenchymale Form der MMP-8 (Kollagenase-2) und MMP-13 (Kol-

lagenase-3).  MMP-8 war  früher  als  neutrophile  Kollagenase  bekannt,  bis  gezeigt

wurde, dass sie z.B. auch durch mit TNF-α stimulierten Fibroblasten produziert wird

(Hanemaaijer R et al., 1997).

2.2 Das SCID-Maus-Modell

Ungeachtet neuer Therapieansätze bleibt bei vielen Patienten eine klinische Verbes-

serung ihres Zustandes aus, was darauf hindeutet, dass in der RA außer durch im-

munkompetente Lymphozyten (über TNF etc.) noch andere, Immunzell- und TNF-un-

abhängige Wege bei der Entzündung und Gelenkzerstörung existieren (Huber LC et

al., 2006). Die destruktiven Eigenschaften der RASF scheinen nicht nur eine Antwort

auf die kontinuierliche Stimulierung durch inflammatorische Mediatoren, sondern int-
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rinsische Merkmale der RASF zu sein. Diese Beobachtung wurde hauptsächlich aus

Studien im Rahmen des sog. Severe-Combinded-Immuno-Deficient (SCID)-mouse -

Koimplantationsmodells  gewonnen (Müller-Ladner et  al.,  1996).  Dieses Tiermodell

wurde für die RA entwickelt, um verschiedene Aspekte eines betroffenen humanen

Gelenkes unter kontrollierten Bedingungen in vivo zu studieren. Hierbei werden hu-

mane RASF und gesunder humaner Knorpel verschiedener Individuen zusammen

mit einem inerten Gelatineschwamm unter die Nierenkapsel der SCID-Maus koim-

plantiert. Die SCID-Mäuse weisen schwere Defekte sowohl in der zellulären, als auch

in der humoralen Immunantwort auf und sind demzufolge nicht in der Lage, die Im-

plantate abzustoßen. Sobald die Implantate entfernt werden, ist es sowohl möglich,

die molekularen Mechanismen der Interaktionen zwischen synovialen Fibroblasten

und humanem Knorpel zu untersuchen, als auch die Knorpeldestruktion histologisch

nachzuweisen.  Offensichtliche  Vorzüge  dieses  Modells  bestehen  vor  allem darin,

dass sich beide Vorgänge in der Abwesenheit inflammatorischer Zellen oder Media-

toren abspielen und mit primärem humanen Knorpelmaterial gearbeitet wird.

In zwei abgewandelten SCID-Maus-Modellen für die Beobachtung der RA konnten

folgende Erkenntnisse gewonnen werden (Pierer M et. al., 2003):

Im ersten Modell verblieben humanes, aus RA-Patienten gewonnenes Synovium und

gesunder Knorpel von nicht an RA erkrankten Patienten für die Dauer von 304 Tagen

als Implantat unter der Nierenkapsel von SCID-Mäusen. In Abwesenheit von huma-

nen Blutbestandteilen zeigten sich nach 35 Tagen fokale Erosionen an Orten des

Knorpels, an die sich das Synovialgewebe angelagert hatte. Nach 105 Tagen wurde

eine  Invasion  aktivierter  RASF in  den Knorpel  registriert.  Die  RASF produzierten

hohe Mengen mRNA für matrixabbauende Enzyme. Der Fund einer Expression der

Makrophagenmarker CD14 und CD68 in nur wenigen Zellen identifizierte die Mehr-

zahl der Zellen an der unmittelbaren Zone der Knorpelzerstörung als RASF. Im Ge-

gensatz hierzu konnte bei Mäusen, denen anstatt rheumatoiden Synoviums Synovi-

algewebe von Patienten mit Osteoarthritis (OA) implantiert wurde, weder eine Knor-

pelinvasion noch die Produktion matrixdegradierender Enzyme nachgewiesen wer-

den. Diese Unterschiede wurden mit einem objektiven Scoringsystem der visuell er-

fassbaren Fibroblasteninvasion in den Knorpel und der perichondrozytären Knorpel-

degradation evaluiert (Judex M et al., 2001).
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2.3 Das Migrationspotenzial der RASF

Die Beobachtungen im Tiermodell warfen die Frage auf, in welcher Weise die RASF

an den gesunden humanen Knorpel adhärieren und dort ohne Stimuli durch andere

beteiligte Immunzellen oder immunmodulatorisch wirksame Effektorenzyme ein ag-

gressives Potenzial entwickeln.

Von Interesse war ebenso die Fragestellung, wodurch die über die Zeit beobachtbare

lokale Migration der RASF und Adhäsion an und später in den humanen Knorpel be-

wirkt wird. Ältere Studien haben bereits die Chemotaxis zu und Adhäsion von huma-

nen  Fibroblasten  an  alle  drei  nativen  humanen  Kollagene  und  α-Fibrillen  belegt

(Postlethwaite AE, 1978). In diesen Untersuchungen wurde vermutet, dass durch De-

gradation und Umbau von Kollagen an Orten der Gewebsschädigung und Entzün-

dung Peptide entstehen. Diese Peptide aus Kollagen- und Kollagenabbauprodukten

fungieren als chemotaktische Stimuli für Fibroblasten und bewirken so indirekt die

Reparatur beschädigten Gewebes. Schon lange ist bekannt, dass neben anderen

Zellen Fibroblasten angezogen werden, sobald Gewebe immunologischen, mechani-

schen oder chemischen Schäden ausgesetzt ist (Kahler CM, 1996). Gewebsständige

Fibroblasten migrieren an den Ort der Entzündung, proliferieren dort und synthetisie-

ren und remodellieren eine neue Matrix. Es konnte gezeigt werden, dass das aus

sensorischen Nervenendigungen freigesetzte Neuropeptid Sekretoneurin die selekti-

ve  Migration  humaner  Hautfibroblasten  vermittelt.  Die  Attraktion  der  Fibroblasten

durch das Neuropeptid konnte durch spezifische Anti-Sekretoneurin-Antikörper unter-

bunden werden (Kahler CM, 1996). Insbesondere vor dem Hintergrund der sich kli-

nisch von einer in der Mehrzahl der Fälle initial monoartikulär mit späterem polyarti-

kulärem Befall  entwickelnden RA stellte sich die Frage, ob bei  der progredienten

Ausbreitung der Krankheit das Migrationspotenzial  der RASF über eine lokale ge-

websständige Migration hinaus eine Rolle spielt. Zur Beantwortung dieser Frage wur-

de in der Arbeitsgruppe, in der diese Dissertation entstand, das SCID-Maus-Modell

als Hybridmodell, bestehend aus einem Versuchsstier, humanem Gewebe und hu-

manen autoreaktiven Zellen, in der Erforschung einer möglichen Migration der RASF

eingesetzt. Um festzustellen, ob die RASF in der Lage sind, lokal gezielt in humanen

Knorpel  einzuwandern,  wurde  SCID-Mäusen humaner  Knorpel  in  Verbindung  mit

RASF aus  RA-Patienten  mittels  der  sog.  inverse-wrap-Methode subkutan in  eine

Flanke implantiert. Um zu untersuchen, ob RASF auch implantierten humanen Knor-
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pel invadieren und destruieren können, wurde auf der gegenüberliegenden Flanke

ebenfalls humaner Knorpel, diesmal ohne RASF implantiert. Zur Analyse eines mög-

lichen Migrationsweges über den Blutkreislauf wurde in weiteren Maus-Serien zudem

die Art der Zellgabe variiert: Einigen Tieren einer Serie wurden die RASF sofort lokal

zu den humanen Knorpelimplantaten gegeben, während anderen die RASF nach Ab-

heilung der Implantatswunden einige Wochen später über eine subkutane (sc), intra-

peritoneale (ip) oder intravenöse (iv) Injektion verabreicht wurden. Durch die nach-

trägliche Injektion von RASF sollte zusätzlich der Einfluss muriner/humaner Wund-

heilungseffekte ausgeschlossen werden (Neumann E et al., 2004;  Lefèvre S et al,

2009).

2.4 Die inverse-wrap-Methode

Die inverse-wrap-Methode ist eine Variante des SCID-Maus-Modells zur Implantation

von RASF mit Knorpel-Implantaten (KI). Diese bestehen aus 3.5 mm3  großen Knor-

pelstücken, die zunächst zentral in einen inerten Gelatineschwamm (80-100 mm3)

eingebettet werden. Darauf werden die KI in eine sterile Fibroblasten-Suspensionslö-

sung (ca. 5 x 105 Zellen in steriler Kochsalzlösung) getränkt. Unter chirurgischer Er-

öffnung der Maushaut an der Flanke werden bis zu drei KI-Komplexe in das Ver-

suchstier  implantiert.  Die Vorteile  der  inverse-wrap-Methode gegenüber  einer ver-

gleichbaren Technik der Implantation des alleinigen Knorpels bspw. unter die Nieren-

kapsel liegen in mehreren Punkten begründet. So bedeutet die Implantation des Ver-

suchsmaterials in eine Subkutantasche für den Operateur einen geringeren chirurgi-

schen Aufwand und damit Zeitersparnis. Daneben stellt diese Technik für das Ver-

suchstier einen deutlich weniger invasiven Eingriff dar. Dieser ist folglich auch mit ei-

ner geringen Narkosedosis sowie geringeren Infektionsrisiken für das Tier verbun-

den. Zudem ist der Knorpel später bei der Entnahme des Implantats wesentlich leich-

ter aufzufinden. Im Gegensatz zu der Implantation unter die Nierenkapsel ist es bei

der subkutanen Implantation möglich, erheblich mehr KI unter die Haut einzusetzen.

Weiter lässt subkutane Implantation wesentlich größere KI und damit höhere Zellzah-

len pro Implantat zu. Diese Vorteile führen bei einer längeren Versuchsreihe zu einer

höheren Anzahl auswertbarer Implantate bei gleicher Tierzahl. Als problematisch an-

zusehen ist die größere Zone der Wundheilung in der Umgebung des Implantats.
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Aus diesem Grund wurden bei den durchgeführten Versuchen die RASF erst nach

einer Wundheilungsfrist von 14 Tagen den Versuchstieren zugegeben. Diese Verzö-

gerung sollte den Einfluss der Wundheilung und der daran beteiligten reparativen

und neoangiogenetischen Vorgänge durch Zellen, Zytokine etc. ausschließen (Judex

M et al., 2001). 

2.5 Migrationspotenzial von RASF im SCID-Maus-Modell

Die Migration der RASF mit anschließender Invasion und Degradation des implan-

tierten Knorpels konnte im SCID-Maus-Modell nachgewiesen werden (Lefèvre S et

al, 2009). Abbildung 4 zeigt ein Beispiel für die Invasion von RASF in Knorpel (rote

Pfeile) mit gleichzeitiger perichondrozytärer Degradation (grüne Pfeile) bei einem pri-

mären Implantat,  dem Knorpel und RASF gleichzeitig implantiert  wurden. Für das

kontralaterale Implantat auf der gegenüberliegenden Flanke desselben Tieres, bei

dem Knorpel ohne RASF implantiert wurde, ist in Abbildung 5 ebenfalls eine ähnlich

deutliche Invasion in den humanen Knorpel (rote Pfeile) und perichondrozytäre De-

gradation (grüne Pfeile) zu erkennen. 

Abbildung 4: primäres Implantat eingebettet     Abbildung 5: Gleiches Versuchstier     
                       in Schwamm                                                        kontralaterales Implantat
 

Ähnlich starke Invasion und Degradation konnte für die per Injektion applizierten Zel-

len und die zeitversetzte Implantation verzeichnet werden. Bei letztgenanntem An-
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satz wurden zunächst beidseitig KI ohne Zellen implantiert. 14 Tage später wurden

die RASF ip, iv bzw. sc injiziert.

Mit diesen Ergebnissen wurde die Migrationsfähigkeit der RASF unabhängig von Ap-

plikationsart oder Wundheilung eindeutig bewiesen (Neumann E et al.,  2005). Der

Nachweis der invadierenden humanen Zellen erfolgte immunhistochemisch mittels

Überexpression von EGFP (enhanced green flourescent protein)  und Nachweis hu-

maner Sequenzen in der Polymerase Chain Reaction (PCR). Um den Migrationsweg

über den Blutkreislauf zu analysieren, wurden nach Ablauf des Versuchszeitraumes

den Versuchstieren verschiedene Organe und Blut entnommen, um in diesen Proben

eine mögliche Dissemination der RASF zu untersuchen.
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II FRAGESTELLUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Weg der Fibroblastenmigration

und einer gezielten Invasion des humanen Knorpels zu untersuchen. Um die Frage

nach einer Wanderung der humanen RASF zu beantworten, wurde späteren Maus-

serien, wie unter 1.2.8 beschrieben, nach Ablauf der Inkubationszeit mit Knorpelim-

plantaten und RASF neben den Knorpelimplantaten eine Reihe von Organen und

Blut  entnommen,  um die  Präsenz  von RASF nachzuweisen.  Dieser  Zellnachweis

sollte mittels Immunhisto- und Zytochemie und unter Verwendung von speziesspezi-

fischen Antikörpern gegen Maus bzw. Mensch erfolgen. Um eine ausreichende und

repräsentative  Anzahl  von Versuchstieren  zu gewährleisten,  wurden von den zur

Verfügung stehenden Mausserien bei pro Gruppe mindestens einem zufällig ausge-

wählten  Tier  standardmäßig  ausgewählte  solide  Organe  einer  immunhistochemi-

schen Überprüfung auf RASF unterzogen. Weiterhin sollten in murinem Blut RASF

nachgewiesen werden. Für die Unterscheidung zwischen den verschiedenen Injekti-

onsarten der RASF und der zeitversetzten Implantate wurde für jede Art der Zellgabe

ein entsprechendes Tier untersucht. Für die Realisierung der angesprochenen Ziele

waren folgende Aufgaben zu bewältigen:

1. Anpassung eines geeigneten Standardprotokolls zur immunhistochemischen

Färbung der  soliden SCID-Maus-Organe sowie immunzytochemischen Fär-

bung des entnommenen Blutes an die vorliegende Aufgabenstellung

2. Anpassung und Überprüfung der Speziesspezifität der Antikörper

3. Vergleichende immunhistochemische Färbung sämtlicher den Versuchstieren

entnommener Organe

4. Anpassung und Optimierung der Immunzytochemie aus dem Blut der Ver-
suchstiere

5. Dokumentation, Auswertung und Interpretation der detektierten Zellfunde
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Fragestellung

                    Die aus diesem Tiermodell gewonnenen Daten sollten Erkenntnisse über den Migrati-

onsweg der RASF in Abwesenheit effektorischer Immunzellen liefern. Das Ziel be-

stand in einem besseren Verständnis der Ausbreitung der RA aus befallenen Regio-

nen heraus in noch nicht betroffene Areale gesunden Gewebes.
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III MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1 Chemikalien und Materialien

Stoffbezeichnung Bezugsquelle

Aquatex® Merck, Damstadt

Kryoröhrchen, 2ml Greiner Bio, Limburg

Cytospinfilter Thermo, Dreieich

Dispase Roche Diagnostics, Penzberg

Dulbecco's Modified Eagle Medium                             PAN Biotech, Aidenbach
(DMEM) mit 1,0 g/l Glukose ohne                       
L-Glutamin              

Dimethylsulfoxid (DMSO)             PAN Biotech, Aidenbach

Dulbecco´s PBS PAA Laboratories, Cölbe
(phosphate buffered saline, pH 7,2)

Entellan VWR, Darmstadt

Eosin Roth, Karlsruhe

Erythrozytenlysepuffer Quiagen, Hilden

Ethanol Roth, Karlsruhe

Flüssiger Stickstoff MMS, Frankfurt

Fetal calve serum (FCS)                                              PAN Biotech, Aidenbach

Gelatineschwamm Pharmacia, Belgien

Wasserstoffperoxid (H2O2)                                           Air Liquide, Böhlen

Hämatoxylin Roth, Karlsruhe

Heparin Ratiopharm, Ulm
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Stoffbezeichnung Bezugsquelle

HEPES Puffer Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Magermilchpulver Omira, Ravensburg

OCT Tissue-Tek Sakura Finetek Germany, 
                                                                                     Heppenheim

Penicillin/Streptomycin für die Zellkultur            PAA Laboratories, Cölbe

Reaktionsgefäße                                                          Greiner Bio, Limburg

Super Frost Plus Objektträger®  PAA Laboratories, Cölbe

Trypsin             PAA Laboratories, Cölbe

Xylazin Bayer, Leverkusen

Xylol   Roth. Karlsruhe

Zellkulturflaschen /Zellkulturplatten                   Corning Life Sciences, 
Niederlande

Weitere Chemikalien und Materialien wurden von der Firma Roth, Karlsruhe, oder

Sigma-Aldrich, Deisenhofen bezogen.

1.2 Zellen und Gewebe

Die verwendeten SF entstammten Patienten mit gesicherter Diagnose einer RA aus

den Abteilungen für Orthopädie der Universitätskliniken Gießen und Regensburg. Im

Rahmen eines Routineeingriffes wurden die Synovialgewebe aus dem Kniegelenk

entnommen und gekühlt weitertransportiert.

Der für die Implantation bestimmte humane Knorpel wurde Patienten mit Osteoarthri-

tis entnommen, welche sich in der Abteilung für Orthopädie des Justus-Liebig-Uni-

versitäts-Klinikums einer Operation zum Einbau einer Knie-Totalendoprothese (Knie-

TEP) unterzogen. Das Knorpelmaterial  wurde uns mit schriftlicher Einwilligung der

Patienten freundlicherweise überlassen und unter sterilen Bedingungen noch am sel-

ben Tage zur Implantation im Tiermodell verwendet.
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1.3 Antikörper

Über den Verlauf  des Experimentes wurden 7 verschiedene Antiköper eingesetzt.

Diese sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Primärantikörper

Spezifität Antikörper Verdünnung Bezugsquelle
Follistatin Maus anti Human monoklonal 1:100 R&D Systems Wies-

baden Nordenstedt
Vimentin Maus anti Human monoklonal 1:100 Dako  Deutschland,

Hamburg
H2-Dd Maus anti Maus monoklonal 1:50 BD Bioscience,

Heidelberg
IL-1R1 Ziege anti Maus polyklonal 1:25 R&D Systems, Wies-

baden-Nordenstadt
MMP-1 Ziege anti Maus 1:10 R&D Systems, Wies-

baden-Nordenstadt
Kollagen

Typ IV

Maus anti Human 1:50 Dako  Deuschland,
Hamburg

1.4 Für die Entwicklung der immunhistochemischen Präparate 
      verwendete Reagenzien

Peroxidase-Substrate-Kit AEC Axxora Deutschland, 
                                                                                     Lörrach
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1.5 Geräte

Tabelle 3: Geräte

Gerät/Software Herkunft
Mikroskopsystem Leica DM RBE,
Bildaufnahmegerät: Leica DC 200
Software: IM 1000

Leica, Wetzlar

Mikrotom: CM 3050 Leica, Wetzlar
Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau
Centrifuge 5417C Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Shandon Cytospin 2 Shandon, England
CO2 Brutschrank Heraeus, Hanau
Sterilbank Thermo, Dreieich
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2. Methoden

Die in den Abschnitten 2.1 – 2.2 aufgeführten Methoden beschreiben etablierte Vor-

leistungen, die dieser Arbeit vorausgingen. Der Verfasser dieser Arbeit wirkte in der

Mehrzahl der Versuchsserien mit, bei denen Organe für die beschriebenen Versuche

entnommen wurden. Die Mitwirkung bezog sich auf Organentnahmen, Gewebeas-

servierungen und Mitarbeit bei einigen Operationen. Auch bei den Zytospins wurde in

Einzelfällen mitgewirkt.

Die unter 2.3 aufgeführten histologischen Techniken wurden vom Verfasser an die

entsprechenden Gewebe angepasst und optimiert. Danach erfolgte die immunhisto-

logische Auswertung aller asservierten Organe.

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Ursprung der Versuchszellen

Die für die Experimente verwendeten RASF entstammten Synovialgewebe, das Pati-

enten entnommen wurde,  die  sich  orthopädischen  Routineoperationen  (Gelenker-

satz, Synovektomie) unterzogen. Sämtliche Patienten erfüllten die 1987 von der ACR

aufgestellten Kriterien für die Klassifikation der RA (Arnett FC et. al., 1988). Das Syn-

ovialgewebe wurde nach schriftlicher Einwilligung der Patienten von der Abteilung

Orthopädie der Universitätsklinik Regensburg in Bad Abbach sowie der Abteilung für

Orthopädie  der  Justus-Liebig-Universität  Gießen  freundlicherweise  zur  Verfügung

gestellt. Ein entsprechendes Ethikvotum liegt vor.

2.1.2 Isolierung der Fibroblasten aus Synovialgewebe

Zur Isolierung der RASF aus dem Synovialgewebe wurden die Gewebestücke manu-

ell mit dem Skalpell in ca. 0,5 mm3 große Stücke zerteilt. Darauf folgte die enzymati-

sche Behandlung in steriler Dispaselösung für eine Stunde bei 37°C. Die Zellen wur-

den durch einen  Cellstrainer vom übrigen Rest getrennt. Diesem Vorgang schloss

sich die Zentrifugation der Zellen bei  300 x g für 10 min und eine Waschung mit
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DMEM an.  Die  so gewonnene Zellsuspension wurde in  75 cm3 Zellkulturflaschen

(ZKF) transferiert und bei 37°C/10% CO2 relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Um nicht

adhärente Zellen und Gewebereste zu entfernen, wurde das Medium nach 24 h erst-

malig gewechselt. Anschließend wurde das Medium alle 2-3 Tage gewechselt.

Unter Standardbedingungen wurden die Zellen darauf bis zu einer Konfluenz von 80-

90 % kultiviert,  passagiert und in 75 cm2
 ZKF ausgesät und weiter kultiviert (Neu-

mann E et al., 2002). Mittels PCR erfolgte eine regelmäßige Kontrolle der Kulturen

auf Mykoplasmen. 

2.1.3 Zellkultur

Das für die Zellkultur standardmäßig verwendete Medium setzte sich wie folgt zu-

sammen:

Tabelle 4: Zusammensetzung des Zellkulturmediums

DMEM + 10 % FCS                                                     500 ml
Grundmedium: DMEM (1 g/l Glucose) 

FCS

HEPES

Penicillin/Streptomycin

                  50 ml

                   5 ml

                   5 ml

10 % (v/v)

  1 % (v/v)

  1 % (v/v)

2.1.4 Passagieren der Zellen

Bei 90 % Konfluenz wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin/EDTA von den ZKF ab-

gelöst. Hierzu wurde vor Arbeitsbeginn das zu verwendende Trypsin/EDTA und Zell-

medium auf 37°C im Wasserbad aufgewärmt. Danach wurden die Mediumüberstän-

de in der ZKF abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Trypsin wurde in

die ZKF gegeben. Die ZKF wurden anschließend bei 37°C für 4 Minuten in den Brut-

schrank gestellt. Darauf wurden unter leichtem Abklopfen die Zellen von der ZKF ge-

löst, 5 ml Medium hinzugefügt und in ein 15ml-Reaktionsröhrchen überführt und für

10 Minuten bei 300 g zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden zwei frische ZKF vor-
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bereitet, in welche je 10 ml Kulturmedium vorgelegt wurde. Nach der Zentrifugation

wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in 4 ml Medium resuspendiert.  In

jede  Kulturflasche  wurden  2  ml  Zellsuspension  gegeben,  die  Flaschen  leicht  ge-

schwenkt und bei 37°C in den Inkubator gegeben.

2.1.5 Einfrieren der Zellen

Zur Lagerung über längere Zeit wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff deponiert.

Vor dem Einfrieren wurde das Einfriermedium, bestehend aus 50 ml FCS + 10%

DMSO, vorbereitet. Anschließend wurde das Nährmedium abgesaugt und der Zellra-

sen mit 5 ml PBS gewaschen. Die Ablösung der Zellen erfolgte wie unter 2.1.5 be-

schrieben. Das Pellet wurde dann in 4 ml Einfriermedium resuspendiert. Hiervon wur-

den jeweils 2 ml in ein Kryoröhrchen gegeben und die Röhrchen für einen Tag bis

zur Überführung in den Stickstofftank in eine Freezerbox bei -80°C gestellt.

2.1.6 Auftauen der Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden die Zellen zunächst auf Trockeneis zwischengela-

gert. In einem auf 37°C temperiertem Wasserbad wurden die Kryoröhrchen vorsichtig

aufgetaut.  Darauf wurden die Zellsuspensionen in jeweils ein 15ml-Reaktionsröhr-

chen mit 10 ml Nährmedium gegeben. Die Zellen wurden für 10 min bei 300 x g zen-

trifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert. Die Suspension wurde in

ein 75 cm2 ZKF, in die 10 ml Medium vorgelegt worden war, gegeben. Die ZKF wur-

den in den Brutschrank gestellt. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

2.1.7 Bestimmen der Zellzahl

Die Zellzahl in den ZKF wurde in Neubauer-Zählkammern bestimmt. Die in den vier

diagonal gegenüberliegenden und 16-fach unterteilten Quadraten befindlichen Zellen

wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Unter Berücksichtigung der Verdün-

nung wurde die Gesamtzellzahl pro ml aus der erhaltenen Zellzahl multipliziert mit

2500 errechnet.
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2.2. Das SCID-Maus-Modell der RA

2.2.1 Ursprung der Versuchstiere

Bei der SCID-Maus handelt es sich um einen Mausstamm, der sich durch das voll-

ständige Fehlen von B- und T-Zellen auszeichnet (siehe Abschnitt 1.2.5). Durch die-

sen Mangel eignet sich das Tier hervorragend als Versuchstier für Xenoimplantatio-

nen, da das Immunsystem der Maus nicht in der Lage ist, diese abzustoßen. Im Rah-

men des Experimentes wurden SCID-Mäuse vom Stamm Crl-scidBr2 verwendet. Die

Tiere wurden von einer keimfreien Zucht (Charles River, Sulzfeld) bezogen und intra-

operativ auf makroskopisch sichtbare Anomalien untersucht. Sämtliche Tiere waren

weiblichen Geschlechts und bei Erhalt 4-6 Wochen alt.

2.2.2 Implantierung unter die Haut

Der humane Knorpel wurde mittels der inverse-wrap-Methode (siehe Abschnitt 1.2.7)

den SCID-Mäusen subkutan eingesetzt. Hierzu wurde zunächst das Knorpelmaterial

unter sterilen Bedingungen mit dem Skalpell in mehrere ca. 3-5m³ große glattkantige

Stücke zerteilt.  Ein ca. 80mm³ großer inerter Gelatineschwamm wurde vorbereitet

und in diesen ein Knorpelstück eingesetzt. Die als primäre Implantate vorgesehenen

KI wurden nun in einer sterilen Kochsalzlösung mit resuspendierten Fibroblasten (ca.

1-5 x 105 Zellen) getränkt. Die als lateral vorgesehenen KI wurden dagegen nur mit

steriler NaCl-Lösung versetzt. „Primär“ bezeichnet hier die rechte Flanke der Maus,

„lateral“ die linke. Anschließend erfolgte die operative Implantation der KI unter steri-

len Bedingungen (Judex M et al., 2001). Dies geschah mittels chirurgischer Eröff-

nung der Haut der narkotisierten Tiere seitlich über dem rechten bzw. linken Hinter-

lauf der Maus und der Bildung einer geeignet großen Hauttasche über den Muskel-

faszien mittels stumpfer Präparation. In diese Subkutantaschen wurden die präpa-

rierten KI eingesetzt. Die Haut wurde anschließend mit einem chirurgischen Faden

engmaschig vernäht. Zum Schluss wurde die Maus bis zum Aufwachen auf einer

Wärmeplatte warm gehalten und nach Erwachen zurück in den Käfig gesetzt.
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Ode

Quelle: E. Neumann

Abbildung 6: Implantierung in die SCID-Maus mittels der „inverse-wrap“-Methode. In das Versuchs-
tier werden die Knorpel-Schwamm-Koimplantate seitlich auf Höhe der Flanken einge-
setzt. Das primäre KI wurde zuvor in eine Suspension aus Nährmedium und RASF ge-
taucht, das gegenüber implantierte KI wurde ohne wurde ohne Zellen eingesetzt.

2.2.3 Injektion der RASF in die Versuchstiere

In  einem alternativen  Versuchsansatz  wurden  den  Versuchstieren  die  kultivierten

RASF erst nach Abheilung der Operationswunden nach 14 Tagen injiziert. Die RASF

wurden intravenös über die Schwanzvene, intraperitoneal oder subkutan injiziert. Für

die subkutane Applikation wurde als Injektionsstelle das mediane Rückenareal etwa

2 cm hinter dem Kopf gewählt. Die Haut wurde manuell leicht nach oben gezogen

und die Spritze von kaudal kommend in die Subkutanregion vorgeschoben. Die vierte

Untergruppe erhielt Zellen und Knorpel entsprechend dem ursprünglichen Protokoll

unter die Flanke am Tag der Implantation.

2.2.4 Entnahme der Implantate sowie der Mausorgane

Nach 60 Tagen erfolgte die Entnahme und Analyse der Implantate, des Mausblutes

sowie der Organe. Die Tiere wurden tierschutzgerecht  getötet.  Um Degradations-

und Abbauprozesse in den Implantaten wie auch Nekroseschäden an den Organen

zu vermeiden, wurde unmittelbar nach Ausbleiben der Vitalzeichen der Mäuse mit

der Entnahme begonnen. Auf die Entnahme der beiden Implantate folgte die Entnah-

me einer ausreichenden (ca. 1 ml) Menge Mausblutes (Heparinblut) aus den Nieren-
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gefäßen. Anschließend wurden die inneren Organe entnommen, Leber, Milz, Niere,

Lunge, Herz, Dünndarm und ein axialer Lymphknoten. Weiterhin wurden ein Ohr, je

ein kleines Areal Haut in unmittelbarer Nähe des Implantats und aus dem Gebiet in

der Nähe des Halses sowie eine Zehe mit intaktem Gelenk entnommen. Die Organe

und Implantate wurden umgehend in Gefriermedium (OCT™ Tissue Tek®) eingebet-

tet und in flüssigem Stickstoff langsam eingefroren. Die Lagerung der Gewebe erfolg-

te bei -80°C. Das Mausblut wurde zunächst bei 4°C gelagert und dann abgesert.

 Quelle: E. Neumann

Abbildung 7: SCID-Maus im OP-Präparat:
Der Maus werden im Anschluss an die Blutentnahme die Organe zur 
weiteren Untersuchung entnommen (siehe Pfeile).

2.2.5 Dokumentation und Scoring der Implantate

Die erstellten histologischen Färbungen der Implantate wurden, ebenso wie die Or-

gane und der aus dem Blut der Tiere gewonnenen Schnitte, ebenfalls mittels eines

Leica-Mikroskopsystems, unterstützt durch die Bildaufnahmesoftware IM 1000, foto-

grafiert und im jpeg-Format gespeichert. Aus den Implantaten wurden histologische

Schnitte angefertigt und eine HE-Färbung durchgeführt. Jeder Schnitt wurde hinsicht-

lich des sichtbaren Grades der Fibroblasteninvasion in den Knorpel und der peri-

chondrozytären Knorpeldegradation evaluiert (Judex M et al., 2001). Jedes Scoring

wurde von mindestens 4 erfahrenen Untersuchern durchgeführt. Die jeweiligen Ein-

zelwerte für ein Implantat wurden addiert, der errechnete Mittelwert jeweils verwen-

det und die statistische Standardabweichung ermittelt.
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2.2.6 Übersicht über die Versuchsserien

Im Rahmen der Studie zur Migration der RASF wurde das SCID-Maus-Modell zur Er-

forschung der RA in verschiedenen Serien eingesetzt. Von den in Tabelle 5 darge-

stellten Mausserien wurden die entnommenen Organe für die Untersuchungen der

vorliegenden Arbeit verwendet. 

Insgesamt wurden 20 Tiere (aus den jeweils verschiedenen Gruppen je ein Tier, vgl.

Tabelle 5) untersucht. Pro Tier wurden jeweils 11 Organe untersucht. Daraus ergab

sich die Gesamtsumme von 220 auf RASF überprüfte Organe. Variiert wurden die

Antikörper-Konzentrationen, Fixierung, Blocking, Inkubationsdauer und Primär-Anti-

körper. Die für die Versuchsanfordernisse am besten geeignete Kombination wurde

als immunhistologisches Protokoll für Organe und Zytospins etabliert und mit dieser

die Histologien durchgeführt. Zusätzlich wurden bei jedem Tier Zytospins zur Analyse

der möglicherweise im Blut vorkommenden humanen Fibroblasten durchgeführt.

2.3 Histologische Methoden

2.3.1 Anfertigung von Gewebsschnitten

Die in Gefriermedium (OCT™ Tissue-Tek) eingebetteten Organpräparate wurden mit

Hilfe eines Gefriermikrotoms geschnitten. Hierbei wurden bei einer Temperatur zwi-

schen -20 und -15°C jeweils 5 µm dicke Gewebsschnitte der Organe hergestellt und

auf spezielle Objektträger (Super-Frost Plus®) aufgebracht. Nach kurzem (2-3 Minu-

ten)  Antrocknen bei  Raumtemperatur  (RT)  erfolgte die Fixierung des Schnittes in

Azeton für 10 Minuten. Nach Abdampfen des Azetons für mindestens 60 Minuten

konnte nun entweder die sofortige Verwendung der Präparate zur immunhistologi-

schen Färbung, Qualitätsbegutachtung mittels einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H-

E-Färbung) oder einstweilige Lagerung bei -20°C vorgenommen werden.
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Tabelle 5: Mausserien

Serien-
nummer

Tier-
zahl

Versuchs-
modell OP

Zur Organunter-
suchung ver-
wendete Tier-

zahl
1 10 „klassisch“ 2 Implantate primär 1 Implantat lateral n =  1
2 5 „zeitversetzt“ Tag 0: Implantation nur Knorpel lateral

Tag 14: Knorpel+RASF primär
Tag 60: (49 Tage in Maus)   

Entnahme der Proben

            
n =  1

3 5 „zeitversetzt“ Tag 0: Knorpel+RASF primär
Tag 11: Knorpel lateral
Tag 30: Blutentnahme
Tag 60: (49): Entnahme der Proben

       
n =  1

4 10 „Injektion“ Tag 0: Knorpel beidseits ohne Zellen 
( 8Tiere)

Tag 20: Injektion von RASF:
2x ip                          
3x iv                          
3x sc
2x Kontrolle (Zellen und Knorpel

primär, lateral nur Knorpel)
Tag 66: Entnahme der Proben

(46)

n =  4

je 1 ip
je 1 iv
je 1 sc

     (1 Kontrol-
le)

5
6
8
9

5: 10
6:   9
8: 10
9: 19
    ═
   48

„Injektion“ Tag 0: Knorpel beidseits 
ohne Zellen

Tag 14: Injektion von RASF
3x ip
3x iv
4x sc

Tag 60: (49) Probenentnahme

n = 12

je 1 ip
je 1 iv
je 1 sc

   (3 pro Serie)

7 5 „bovin“: 
„klassisch“

4 Tiere: Knorpel beidseits, primär 
RASF, lateral ohne Zellen

1 Tier: Kontrolle, nur Knorpel primär; 
ohne Zellen

Tag 60: (49) Probenentnahme

n = 1

Summe untersuchter Tiere N = 20

2.3.2 H/E - Färbung

Die histologischen Organschnitte wurden, nach eventuell erforderlicher Lufttrocknung

und  anschließender  Rehydrierung,  für  10  Minuten  in  Hämatoxylin  (Hämatoxylin

(C.I.75290), Ammoniumalaun, Ethanol 96%ig, Natriumjodat, Methanol, Glycerin, abs.

Isopropanol gegeben. Nach anschließendem kurzen Abwaschen des Farbstoffes in

destilliertem Wasser folgte eine 10-minütige Inkubation in  Eosinlösung (Anilinblau

w.s. (C.I.42755), Eosin G (C.I.45380), konz. Salzsäure, denat. Ethanol 96%ig, Iso-

propanol 100%ig). Nach Abwaschen des Farbstoffes in destilliertem Wasser erfolgte
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eine jeweils mindestens 5-minütige Inkubation in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe

(50%  70%  96%  100%). Nach dreimaliger Inkubation in einem Xylol-Bad (pro

Bad 5 Minuten) wurden die Schnitte in Entellan® Eindeckmedium eingedeckt.

2.3.3 Immunhistochemie (Entwicklung mittels AEC Substrat-Kit)

Diese Technik diente der Detektion von humanen/murinen Zellen mittels Antikörpern,

die gegen spezifische Antigene gerichtet sind. Hierbei war besonders auf die Spezifi-

tät zu achten, um mittels der verwendeten Antikörper zwischen humanen und muri-

nen Zellen differenzieren zu können. Zur Detektion der RASF wurden Antikörper ge-

gen  humanes  Vimentin  und  Follistatin  verwendet.  Beide  Proteine  werden  durch

RASF exprimiert. Weitere Antikörper gegen IL1-R1 und MMP-1 wurden nach aus-

führlicher Testung auf zu detektierende RASF als nicht geeignet befunden und aus

dem Standardprotokoll  entfernt. Als Positivkontrolle wurde mit dem ubiquitär expri-

mierten murinen anti-MHC-Komplex H2-Dd gegengefärbt. H2-Dd liegt als Substruktur

des MHC-I–Proteins auf allen kernhaltigen Zellen der SCID-Mäuse vor, wenn auch in

unterschiedlicher Menge. Nach der Anpassung an die hier vorliegenden Organe wur-

de für sämtliche Organschnitte dasselbe Standardprotokoll verwendet, welches sich

zur Detektion der RASF der Zweischritt-Methode mittels N-Histofine® bediente. Die-

ses sah zunächst das 3- bis 8-minütige Auftauen der bei -20° C eingefrorenen Ge-

websschnitte bei RT vor. Anschließend erfolgte die Rehydrierung der Gewebe durch

5-minütige Inkubation in PBS. Zum Blocken unspezifischer Bindungen wurde eine

Lösung bestehend aus 2 % Magermilchpulver in PBS verwendet. Nach einer Inkuba-

tionszeit von 60 Minuten bei RT wurde die Magermilchlösung entfernt. Es folgte die

Inkubation mit den jeweiligen primären Antikörpern. Die Verdünnungen sind Tab. 3

zu entnehmen. Nach 60-minütiger Inkubationszeit bei RT wurden die Schnitte drei-

mal in PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation in 0,3 % Wasserstoffperoxid in Me-

thanol für 30 Minuten bei 4°C zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivität.

Nach erneutem dreimaligen Waschen in PBS kam als sekundärer Antikörper das mit

Meerrettichperoxidase  (HorseRadishPeroxidase,  HRP)  –  konjugierte  N-Histofine®-

System entsprechend der Spezies, in der der Primärantikörper generiert wurde, zur

Signalsichtbarmachung zum Einsatz. Die Antikörperlösung wurde für 30 Minuten bei

RT auf den Schnitten belassen und einschließlich nicht gebundener Antikörper durch
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dreimaliges Waschen in PBS entfernt. Die Chromogengabe (AEC) erfolgte für die

Enzymreaktionen mit der Meerrettichperoxidase zur Sichtbarmachung der gebunde-

nen Antigen-Antikörper-Komplexe. Die Farbreaktion konnte mikroskopisch nach 3-15

Minuten detektiert werden. Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde durch Waschen in

PBS abgestoppt. Nach kurzer Antrocknung der Schnitte an der Raumluft erfolgte die

Eindeckelung  mittels  Aquatex®.  Für  jede einzelne  Immunhistochemie  wurden zu-

sätzlich mehrere Kontrollen mitgeführt.  Ein Schnitt  diente als Negativkontrolle und

wurde nur mit Blockingserum ohne Primärantikörper behandelt. Ein weiterer Schnitt

wurde als Reagenzkontrolle für das Histofine-System nur mit Blockingserum, Was-

serstoffperoxid und Histofine behandelt. Bei der Isotypkontrolle wurde anstelle eines

Primärantikörpers der Isotyp (z.B. anti-Maus-IgG) verwendet.  Sämtliche Kontrollen

wurden zusammen mit den anderen Schnitten mittels des AEC-Kits gefärbt.

2.3.4 Immunzytochemie

Zur Gewinnung von Blutzellen für die Immunzytochemie wurde den SCID-Mäusen

während der Tötung der Mäuse mittels einer 2 ml Spritze ca. 1 ml Blut entnommen.

Durch Zentrifugation bei 12000 g für 10 Minuten wurde das Blut in seine korpuskulä-

ren und nicht-korpuskulären Bestandteile aufgetrennt. Während das gewonnene Se-

rum bei -20°C eingefroren wurde, wurde das Pellet für die Immunzytochemie verwen-

det. Hierzu erfolgte eine zweifache Erythrozytenlyse mittels eines zitrathaltigen Lyse-

puffers (Erythrozytenlysepuffer, Qiagen) und anschließender Zentrifugation der zer-

störten roten Blutkörperchen, womit eine allmähliche Reduktion der Zelldichte, licht-

mikroskopisch verfolgt, erreicht wurde. Für die folgende Immunzytochemie wurden

die Zellen mit Hilfe einer speziell für Zytospins konstruierten Zentrifuge und eines da-

zugehörigen  Trichter-Filter-Systems  auf  Objektträger  aufgebracht.  Diese  Technik

sorgte für eine Anhaftung der Zellen auf den Objektträgern, um eine Ablösung wäh-

rend der Immunzytochemie zu vermeiden. Da die Zellen durch die Zentrifugation auf

die Objektträger „gepresst“ wurden, waren die Zellen nach dem Zytospin flach auf

den Objektträger gedrückt und, z.B. im Fall der Fibroblasten, nicht mehr spindelför-

mig. Nach Fixierung des Zellaustriches durch 10 Minuten Inkubation in Azeton bei

4°C erfolgte die immunzytochemische Färbung. Die folgenden Arbeitsschritte,  wie

auch die verwendeten Kontrollen, waren mit denen der Immunhistochemie identisch.
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2.4 Dokumentation und Scoring der Mausorgane

Die erstellten histologischen Färbungen der Organe sowie des Blutes der Tiere wur-

den mittels eines Leica-Mikroskopsystems und der Bildaufnahmesoftware IM 1000

dokumentiert und gespeichert. 

Die Abbildungen der Organfärbungen und Färbungen der Zytospins wurden lichtmi-

kroskopisch und am Computer nach Zellfunden und Zellhäufigkeit ausgewertet. Bei

den Zytospins galt eine in der mikroskopischen Abbildung sichtbare Färbung einer

Zelle mit  den Antikörpern gegen humanes Follistatin oder humanes Vimentin,  bei

gleichzeitiger Nichtfärbung der Zellen in den Iso- und Negativkontrollen, als positiver

Zellfund. Bei den Färbungen der soliden Organe wurde ein Zellfund nur bestätigt,

wenn eine Färbung des betreffenden Anschnittes des Organs sowohl mit der Vimen-

tin- als auch mit der Follistatin-Färbung an gleicher Stelle spezifisch deutlich sichtbar,

sowie die dazugehörigen Reagenz-, Isotyp- und Negativkontrollen eindeutig negativ

waren. Sowohl für die Zytospins als auch für die soliden Organe diente der gegen

Mausantigene gerichtete Anti-H2-Dd-Antikörper als Positivkontrolle. Zum Scoring der

immunhistologischen Organfärbungen wurde folgendes Schema angewendet (siehe

Tabelle 6):

Tabelle 6: Scoring der Zellfunde in den soliden Organen

Scoring der Zellfunde in den soliden Organen

keine Zellen 0 Zellfunde

vereinzelte Zellen 1-10 Zellfunde

wenige Zellen 10-50 Zellfunde

viele Zellen 50-100 Zellfunde
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1. Immunhistochemische Untersuchung der Organe

Die einzelnen Serien lassen sich in 3 verschiedene Versuchsmodelle untergliedern

(vgl. Tabelle 5, Seite 32). Die Serien 1 und 7 gehörten dem sog. „klassischen Maus-

Modell“  an,  bei  dem RASF-enthaltende und RASF-freie KI  gleichzeitig  implantiert

wurden. Bei den Serien 2 und 3 wurden zunächst RASF enthaltende KI implantiert,

14 Tage später RASF-freie KI. Diese wurden nach dem Modell der „zeitversetzten“

Zellgabe  behandelt  um Wundheilungseffekte  als  Attraktionsfaktoren für  die  RASF

auszuschließen. In den Serien 4, 5, 8 und 9 wurden die RASF per Injektion nach 14

Tagen appliziert. In den Serien, bei denen sämtliche SCID-Mäuse die gleiche Be-

handlung erfuhren,  wurde ein willkürlich ausgewähltes,  repräsentatives Tier  unter-

sucht. Dies war der Fall bei den Serien 1, 2, 3 und 7. Bei den Serien 5, 6, 8 und 9

wurden, den drei  Applikationsformen der RASF entsprechend, jeweils 3 Tiere auf

Zellmigration hin geprüft. In Serie 4 wurden zuzüglich zu den i.p.- s.c.- und i.v.-Injek-

tionen auch zwei Tiere nach dem „klassischen Implantationsmodell“ operiert, von de-

nen eines untersucht wurde. Die Reihe der entnommenen Organe umfasste bei je-

dem Versuchstier die Organe Darm, Haut nahe dem Implantat, Haut in Entfernung

des Implantats, Herz, Leber, Lunge, einen axialen Lymphknoten, Niere, Milz, ein Ohr

inklusive Ohrknorpel und ein Zehgelenk. Insgesamt wurden für diese Arbeit 220 Or-

gane entnommen (siehe Tabelle 7). Von jedem dieser Organe wurden mittels Mikro-

tom serielle  Kryoschnitte  hergestellt  und immunhistochemisch  gefärbt.  Damit  war

eine ausreichend große Fallzahl gewährleistet, um eine Aussage über die Fibroblas-

tenmigration und deren Dissemination in den verschiedenen Organen treffen zu kön-

nen. 

    Tabelle 7: Untersuchte Organe

Untersuchte Mäuse  20
Untersuchte Organe pro Tier  11
Untersuchte Organe insgesamt 220
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Wie in Abschnitt 2.5 bereits dargelegt, wurde bei der Auswertung der Organe nur

eine Färbung spezifischer Strukturen mittels verschiedener Antikörper, speziesspezi-

fischer Gegenfärbung und entsprechend negativer Kontrollen als Zellfund gewertet.

Da es sich bei den angefertigten Gewebsschnitten um Serienschnitte handelte, war

es weiterhin erforderlich, dass bei beiden humanen Antikörperfärbungen an ähnlicher

Lokalisation im Gewebe die positiven Signale zu finden waren. Des Weiteren durfte

bei den parallel durchgeführten Isotyp- und Reagenz-Kontrollen keine Färbung vor-

liegen. Als Positivkontrolle für das Gelingen der Immunhistochemie wurde ein gegen

H2-Dd gerichteter Antikörper, der das murine Gewebe anfärbt, verwendet. 

1.1 Dünndarm

Zur Untersuchung von RASF im Gastrointestinaltrakt wurde den Versuchstieren ein

Teil des Dünndarmes entnommen. Hierbei war insbesondere auch die Frage von Be-

deutung, ob die intraperitoneale Applikation der Zellen mit einem erhöhten Aufkom-

men von RASF im Gastrointestinaltrakt einherging (Abb. 7). Bei sämtlichen angefer-

tigten Dünndarmschnitten, die zeitversetzten Applikationen eingeschlossen, konnte

kein Nachweis einer fibroblastären Dissemination erbracht werden (siehe Tabelle 8).

    Tabelle 8: Zellfunde Dünndarm

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 20
Vereinzelte Zellen nachweisbar   0
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Bei der in Abbildung 7 (D) dargestellten Anti-Vimentin-Färbung bleibt eine spezifi-

sche Färbung aus. Ebenso negativ bleiben die hier aufgeführten Negativ- und Rea-

genz-Kontrollen, die hier einmalig mit dargestellt werden. Zum besseren Vergleich ei-

ner deutlich positiven Färbung mit einer negativen Färbung färben sich in der Positiv-

kontrolle die für den Gastrointestinaltrakt  typischen Zellstrukturen deutlich an. Die

Einbeziehung einer Positivkontrolle ist für den Nachweis einer erfolgreichen Immun-

histochemie unerlässlich.
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Abbildung 8: (A) Repräsentativer Schnitt des Darmes eines Versuchstieres in der Negativ-Kontrol-
le. Gut zu erkennen sind die Darmzotten (Pfeile). Durch das Fehlen eines pri-
mären Antikörpers bleibt eine Färbung aus. Die Kontrolle bleibt negativ.

(B) Dasselbe Organ im seriellen Schnitt,  dargestellt  ist  hier  die Reagenzkontrolle.
Hierfür wurde kein primärer Antikörper, jedoch als sekundärer Antikörper Histofi-
ne-anti-maus®  aufgetragen.  Durch  das  Fehlen  einer  primären  Bindungsstelle
bleibt der Schnitt ungefärbt, die Reagenzkontrolle bleibt damit negativ.

  
(C) Darmanschnitt desselben Organs wie in den Abbildungen 6 A und B. Nach der

immunhistochemischen Färbung mittels des anti-Vimentin-Antikörpers. Es ist kei-
ne spezifische Färbung zu erkennen. Gleiches gilt für die hier nicht mit abgebilde-
te Färbung mittels des Anti-Follistatin-Antikörpers.

(D) Zur Positivkontrolle wurde eine Färbung mit dem anti-H2-Dd-Antikörper durchge-
führt, der alle Mauszellen anfärbt. Dadurch sind deutlich die Strukturen des vorlie-
genden Darmgewebes zu erkennen.

Sämtliche Negativ- und Reagenzkontrollen in den übrigen Organen blieben ebenso

ohne Färbung. Daher wurde im Verlauf auf weitere Darstellung von Negativkontrol-

len verzichtet.

(A) (B)

(C) (D)
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1.2 Herzmuskel

Im Rahmen der Hypothese einer RASF-Migration über die Blutzirkulation wurde auch

im Herzmuskel sowie dort befindlichen zu- und abführenden Gefäßen nach Zellen

gesucht.  Es  konnten  keine  Zellen  nachgewiesen  werden.  Sämtliche  Herzmuskel-

schnitte blieben bei allen Tieren frei von Zellfunden (siehe Tabelle 9 und Abbildung

8), den verbleibenden Inhalt großer Gefäße auf einigen Anschnitten mit eingeschlos-

sen. Ein Problem bei Gefrierschnitten ist allerdings auch, dass im Verlauf der immun-

histochemischen Färbung und dem mit dieser Technik einhergehenden mehrmaligen

Waschen die Gefäßinhalte aus den Gefäßen gespült werden. Dies trifft insbesondere

auf größere Gefäße, wie z.B. im Herz, zu. So konnten in den gefärbten Gefäßen we-

der mauseigene noch humane Blutzellen gefunden werden. Die Herzmuskulatur und

andere Gewebe enthielten ebenfalls keine humanen RASF (Abb. 8 ). 

  Tabelle 9: Zellfunde Herzmuskel

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 20
Vereinzelte Zellen nachweisbar   0
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 9: (A) Ein Gewebsschnitt vom Herz nach Anti-Vimentin-Färbung: Es ist keine spezifische
Färbung sichtbar,  die  gewebseigenen Strukturen sind daher  praktisch nicht  er-
kennbar.

(B) Zu sehen ist das gleiche Organ wie in (A) nach H2-Dd-Färbung zur Darstellung der
murinen Gewebe als Positivkontrolle. Der Herzmuskel ist durch die deutliche An-
färbung der kardialen Myozyten und der bindegewebigen Strukturen des Herzsyn-
zytiums gut erkennbar (Pfeile).

(A
)
(A) (B)
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1.3 Leber

Wie das Herz wird auch die Leber von einem beträchtlichen Blutvolumen, sowohl aus

der Zirkulation als auch portal, durchströmt. Aus ähnlichen Motiven wie beim Herz

wurde auch dieses Organ einer immunhistochemischen Untersuchung auf RASF un-

terzogen. Es konnte kein Nachweis für RASF in der Leber erbracht werden. Sämtli-

che Färbungen an Leberanschnitten blieben bei allen Tieren negativ (siehe Tabelle

10 und Abbildungen 9 A und B). Dies schließt auch den Inhalt von Arterien oder Zen-

tralvenen auf einigen Anschnitten mit ein. Auch hier sind jedoch nach der Immunhis-

tologie die meisten Gefäße ohne Inhalt und daher nicht anfärbbar.

  Tabelle 10: Zellfunde Leber

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 20
Vereinzelte Zellen nachweisbar   0
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 10: (A) Anti-Vimentin-Färbung der Leber: Wie auch im Herzschnitt  ist keine spezifische
Färbung erkennbar

(B) Gleiches Organ wie in Abb. 9 A nach H2-Dd-Färbung als Positivkontrolle zur Fär-
bung muriner Gewebe. Zu erkennen ist die deutliche Färbung des Lebergewebes
einschließlich zu identifizierender Portalfelder mit Zentralvenen.

Gefäße

(A) (B)
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1.4 Lunge

In den angefertigten Anschnitten der Lunge fand sich kein Nachweis für RASF. Bei

sämtlichen untersuchten bronchialen und alveolären Strukturen konnte kein Nach-

weis für eine fibroblastäre Dissemination erbracht werden (siehe Tabelle 11 und Ab-

bildungen 10 A und B) Gleiches wurde auch für angeschnittene Gefäße festgestellt,

die wie auch die Gefäße der Leber und des Herz keinen Inhalt mehr hatten.

  Tabelle 11: Zellfunde Lunge

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 20
Vereinzelte Zellen nachweisbar   0
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 11: (A) Zu sehen ist die Lunge nach Anti-Vimentin-Färbung. Das Gewebe ist durchge-
hend nicht angefärbt. Daraus ergibt sich kein Nachweis für humane RASF.

(B) Dargestellt ist das gleiche Organ wie nach H2-Dd-Färbung als PositivKontrolle.
Das lockere Alveolargewebe der Lunge lässt sich anhand der kräftigen Färbung
der murinen Gewebe gut nachvollziehen.

Gefäß

(A) (B)
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1.5 Niere

Die Niere als Ausscheidungs- und Filterorgan durchströmt ein hoher Anteil des Ge-

samtblutvolumens. Aus ähnlichen Motiven wie auch bei Leber, Milz und Herz, gehör-

te die Niere zur Analyse der für die Migrationswege relevanten und damit zu analy-

sierenden Organe. Bei 20 untersuchten Nierenpräparaten gelang einzig der Nach-

weis einer fibroblastären Dissemination bei einem ip gespritzten Tier der Serie 5. In

beiden Antikörperfärbungen für humane Zellen fanden sich wenige aber deutlich po-

sitive Signale (siehe Tabelle 12 und Abbildungen 11 A und B).

  Tabelle 12: Zellfunde Niere

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 19
Vereinzelte Zellen nachweisbar   0
Wenige Zellen nachweisbar 1
Viele Zellen nachweisbar 0

Abbildung 12: (A) Nierenschnitt nach Anti-Vimentin-Färbung: Es fallen mehrere, an die tubulären
Strukturen angelagerte, positive RASF-Signale auf (Pfeile).

(B) Dargestellt ist das gleiche Organ wie in Abbildung 11 A nach anti-Follistatin-Fär-
bung:  Morphologisch sehr ähnliche positive Färbungen von RASF wie in  der
Anti-Vimentin-Färbung, gelagert an die Tubuli, sind ersichtlich.

(A) (B)
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1.6 Lymphknoten

Die Lymphknoten als Filterstationen und als wichtiges Organ der Immunabwehr wur-

den trotz des Fehlens einer humoralen Abwehr bei den immundefizienten SCID-Mäu-

sen untersucht. Auffällig sind die kleinen, wegen Atrophie schwierig aufzufindenden

Lymphknoten in den B- und T-Zell-defizienten Tieren. Bei den entnommenen Lymph-

knoten handelt es sich, wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben, um axiale Lymphknoten.

Unter  den 20 untersuchten Präparaten konnten bei  einem Tier  vereinzelte  RASF

nachgewiesen werden, siehe Tabelle 13 und Abbildung 12 A und B. Hierbei handelte

es sich um ein Tier aus Serie 4. Diesem waren die Fibroblasten per s c-Injektion ap-

pliziert worden.

  Tabelle 13: Zellfunde Lymphknoten

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 19
Vereinzelte Zellen nachweisbar   1
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 13: (A) Axialer Lymphknoten nach Anti-Vimentin-Färbung: Im oberen rechten Teil des
Bildes sind humane RASF-Färbungen mittels Vimentin-Färbung sichtbar.

(B) Gleicher Schnitt wie Abb. 12 A in 20-facher Vergrößerung. Deutlich dargestellt
sind multiple punktförmige positive Signale (siehe Pfeile). 

(A) (B)
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1.7 Milz

Zur Aufklärung des Migrationsweges, z.B. über den Blutstrom, war die Milz durch ih-

ren maschenartigen histologischen Aufbau und ihre Filterfunktion von besonderem

Interesse. Bei sämtlichen 20 untersuchten Milzen konnten RASF im Stroma nachge-

wiesen werden (vergleiche Tabelle 14 und Abbildungen 13 A und B). Bei dem aus

Serie 3 untersuchten Tier konnten nur vereinzelte Zellen nachgewiesen werden. Die-

sem Tier waren die RASF zusammen mit dem Knorpel implantiert worden. Die übri-

gen Milzen wiesen durchgehend Zellzahlen zwischen 10 und 50 pro Gesichtsfeld auf.

Da diese Zellfunde in allen oben angeführten Mausserien auftraten, wurde auf eine

Aufschlüsselung der Organe nach Applikationsarten der RASF verzichtet.

  Tabelle 14: Zellfunde Milz

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar   0
Vereinzelte Zellen nachweisbar   1
Wenige Zellen nachweisbar 19
Viele Zellen nachweisbar   0

Abb. 14: (A) Schnitt der Milz nach Anti-Vimentin-
Färbung.  Deutlich  zu  sehen  sind
hier  verteilte,  positive  Signale  als
Nachweis humaner Zellen.

(B) Darstellung  des  gleichen  Organs
wie in Abb. 13 A nach Anti-Follista-
tin-Färbung:  Zahlreichere  positive
Signale verglichen mit  der  Anti-Vi-
mentin-Färbung sind zu erkennen.

(C) Vergrößerung  der  spezifischen
Zellfärbungen aus Abbildung 14 A
(Pfeile).

(A) (B)
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1.8 Haut in Entfernung zum Implantat

Um einer möglichen subkutanen Migration, sei es durch die lokal zu den Implantaten

gegebenen Zellen,  subkutan oder anders applizierte RASF, nachzuweisen,  wurde

eine zusätzliche Hautprobe aus einem definierten Areal in einiger Entfernung der Im-

plantationsorte entnommen. Jedoch konnte in sämtlichen untersuchten Hautschnitten

aus implantatfernen Arealen kein Nachweis für eine RASF-Dissemination erbracht

werden (siehe Tabelle 15 und Abbildung 14).

  Tabelle 15: Zellfunde entfernt lokalisierter Haut

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 20
Vereinzelte Zellen nachweisbar   0
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 15: (A) Hautfärbung mittels Anti-Follistatin keine humanen Zellen nachweisbar.

(B) Positivkontrolle  mittels  Anti-H2-Dd-Färbung  als  Nachweis  muriner  Zellen/
Gewebe. Deutlich färben sich die Haarfollikel an (Pfeile).

(A) (B)
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1.9 Haut in unmittelbarer Nähe des Implantats

Aus der über der Implantationsstelle gelegenen Haut wurde jeweils ein kleines Stück

auf FibroblastenDisseminationen hin untersucht. Damit sollten Spuren von RASF ge-

sucht werden, die aus der Nähe des Implantates in die Haut lokal eingewandert sein

könnten. Hierbei konnten nur bei einem Organ aus Serie 4 vereinzelte Zellen nach-

gewiesen werden (siehe Tabelle 16). Die RASF waren dem betreffenden Tier subku-

tan appliziert worden (siehe Abbildungen 15 A, C und D).

  Tabelle 16: Zellfunde benachbarte Haut

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 19
Vereinzelte Zellen nachweisbar   1
Wenige Zellen nachweisbar 0
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 16: (A) Schnitt aus der Haut in der Nähe des Implantates aus Serie 4 nach der Anti-Folli-
statin-Färbung. Zu erkennen ist die Epidermis mit zahlreichen angeschnittenen
Haaren/Haarwurzeln  sowie  das  darunterliegende  Bindegewebe.  Die  gekenn-
zeichneten Signale weisen auf humane RASF hin (Pfeile).

(B) Negative Isotypkontrolle in Serienschnitt des gleichen Organs. Reagenz-und Ne-
gativkontrolle waren ebenfalls negativ.

Bindegewebe
Bindegewebe

Epidermis

Haarwurzel

(A) (B)
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(C) Leicht positive Signale in der Anti-Vimentin-Färbung gleicher Lokalisation wie in
der Anti-Follistatin-Färbung zum Nachweis humaner RASF (siehe Abb. 16 A).

(D) 20fache Vergrößerung der Anti-Vimentin-Färbung. Die vereinzelten positiven Si-
gnale sind mit Pfeilen hervorgehoben.

1.10 Ohr/Ohrknorpel

Die  Invasion  an  und  Degradation  von  murinem  hyalinen  Knorpel  durch  humane

RASF im Knorpelwebe wurde am Knorpel des Ohres der SCID-Mäuse analysiert.

Hierzu wurden bei allen Tieren die Knorpelstrukturen des Ohres auf RASF immunhi-

stochemisch untersucht. RASF sind anscheinend in der Lage, an den Ohrknorpel der

Maus zu adhärieren. In 8 von 20 Fällen konnte bei den untersuchten Mausohren der

Nachweis für RASF erbracht werden. Im Einzelnen verteilten sich diese Zellfunde auf

6 Tiere, bei denen vereinzelte, also unter 10 Zellen, gefunden wurden (siehe Tabelle

19 und Abbildung 18), sowie auf zwei Tiere, bei denen die Zellzahl zwischen 10 und

50 (entspricht „wenigen Zellfunden“) lag. Bei den 6 Tieren, bei denen „vereinzelte

Zellfunde“ festgestellt wurden, handelte es sich um drei Tiere, denen die RASF sub-

kutan und zwei Tiere, denen die RASF intravenös appliziert worden waren. Das übri-

ge Tier hatte die Zellen gleichzeitig zusammen mit dem Primärknorpel erhalten. Bei

den zwei Versuchstieren, bei denen wenige Zellen gefunden wurden, waren in einem

die Zellen zusammen mit dem Primärknorpel implantiert, bei dem anderen per sc-In-

jektion gegeben worden.

(C)  (D)
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  Tabelle 17: Zellfunde Ohrknorpel

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 12
Vereinzelte Zellen nachweisbar   6
Wenige Zellen nachweisbar 2
Viele Zellen nachweisbar   0

Abbildung 17: Insgesamt konnten bei 8 von 20 Tieren RASF gefunden werden. In 2 Fällen handelte
es sich um wenige Zellen ( 10 < x < 50). Bei einem Tier waren die Zellen subkutan
appliziert, bei dem anderen zusammen mit dem Primärknorpel implantiert worden. 

Abbildung 18: (A) RASF-Anlagerung frontal an den Ohrknorpel, in der Anti-Vimentin-Färbung.

(B) RASF-Nachweis mittels Anti-Follistatin-Färbung. Gleiches Färbeverhalten wie in
Abb. 18 A.

 

(A) (B)
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Abbildung 19: Verteilung der 6 vereinzelten Zellfunde (≤10 Zellen): Die Zellfunde unter 10 Zellen
teilen sich nach Applikation der RASF folgendermaßen auf: In 50 % der Fälle waren
die Zellen subkutan gegeben worden. In 33 % der Fälle erfolgte die Gabe intrave-
nös, in 17 % zusammen mit dem Primärimplantat.

1.11 Gelenk/Zehe

Die Mäusezehen mit Gelenk war für die Studie von besonderem Interesse. Das Ge-

lenk als Ort der Hauptmanifestation der RA stellte auch bei der Maus eine wichtige

Struktur dar, die es zu untersuchen galt. Bei den aus den Mauspfoten angefertigten

Kryoschnitten gelang der Nachweis  von RASF in zwei  Fällen (Tabelle  18).  Diese

Zellfunde entstammten den Mausserien 5 und 6 (jeweils Injektionsserien, siehe Abb.

19).

  Tabelle 18: Zellfunde Zehe/Gelenk

Untersuchte Organe 20
Keine Zellen nachweisbar 18
Vereinzelte Zellen nachweisbar   1
Wenige Zellen nachweisbar 1
Viele Zellen nachweisbar   0
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Abbildung 20: Der linke Kreis zeigt den Anteil positiv auf Zellfunde getesteter Mauspfoten. Der
rechte Kreis stellt den Ursprung der bei den zwei Organfunden applizierten Zellen
dar. Zu sehen ist, dass die Zellen, die insgesamt bei zwei Tieren nachweisbar wa-
ren, jeweils einer ip.- und sc.-Injektion entstammten.
Die RASF, die in Serie 5 vereinzelt nachgewiesen werden konnten, entstammten ei-
ner intravenösen Injektion. Die zahlreichen in Serie 6 nachgewiesenen RASF ent-
stammten einer subkutanen Injektion. Dabei wurden die in beiden Serien nachge-
wiesenen RASF jeweils in unmittelbarer Nähe des Knochens gefunden (vergleiche
die vertikal angeordneten Zellen in Abb. 21).

Abbildung 21:  (A) Serie 6. Deutlich zu erkennende multi-
ple positive Signale in beiden
Bildhälften. Bemerkenswert ist auch die
Anordnung der Zellen in einer vertikalen
Reihe in der rechten Bildhälfte.

(B) Ausschnittsvergrößerung des gleichen Organs. Es sind keine positiven Signale
zu erkennen. Die Negativkontrolle blieb ohne spezifische Färbung. Dies deutet
auf den humanen Ursprung der gefundenen Zellen hin.
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2. Zellfunde im Blut 

 

Neben der Untersuchung der soliden Organe bildete die Suche nach RASF im Blut 

der SCID-Mäuse, vor allem vor dem Gesichtspunkt einer möglichen Migration über 

den Blutweg der Tiere, eine wichtige Rolle. Für die Analyse des Blutes der SCID-

Mäuse wurden Blutproben von insgesamt 42 Tieren der Serien 5-9 verwendet und 

mittels Zytospin die kernhaltigen Zellen auf Objektträger aufgebracht. Anschließend 

wurden diese immunzytochemisch untersucht. Von den 42 untersuchten Präparaten 

waren die Präparate aus 2 Blutproben nicht auswertbar. Dies führte zu einer Ge-

samtzahl von 40 ausgewerteten Blutproben. In den 40 Präparaten gelang der Nach-

weis von RASF in 17 Fällen (siehe Tabelle 19 und Abbildungen 21, 22, 23). Dies 

entspricht 43%. 10 Zellfunde und damit 25% aller Blutproben stammen von Tieren, 

denen die RASF intravenös verabreicht worden waren (siehe Abbildung 35). 4 Zell-

funde und damit 10% aller Blutproben lassen sich auf subkutane Zellgabe bei den 

betreffenden Mäusen zurückführen. Die übrigen 3 Versuchstiere, bei denen Zellen 

gefunden werden konnten, hatten die RASF per intraperitonealer Applikation erhal-

ten. 

 

Tabelle 19: Zellfunde Blut 

Untersuchte Blutproben 42
Davon auswertbar 40
Positive Zellnachweise 17
Negative Zellnachweise 23 
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Abbildung 22: Verteilung der detektierten humanen RASF bezogen auf die Applikationsfor-men. 17 
von 40 Blutproben waren positiv auf humane Zellen getestet wor- den. Von diesen 
17 Proben entstammten 10 intravenös gespritzten Mäusen, 4 einer intraperitonealen 
Applikation, bei 3 Versuchstieren waren die RASF per subkutaner Injektion verab-
reicht worden. 

 

 

 

Abbildung 23: Mausblut. Murine Zellen in der H2-Dd Färbung als Positivkontrolle (Pfeile). 

 

Verteilung der Zellfunde auf Applikationsformen

23; 57%

4; 10%

10; 25%

3; 8%

17; 43%
keine nachweisbaren Zellfunde
Zellfund. Darreichungsform: ip
Zellfund. Darreichungsform: iv
Zellfund. Darreichungsform: sc
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Abbildung 24:  (A) Blutprobe nach Zytospin und nachfolgender Immunzutochemie mittels  
  Anti-Vimentin-Färbung von RASF. Lichtmikroskopisch sind zwei gefärbte  
  Zellen zu erkennen. 

 (B) Identischer Objektträger wie in Abb. 23 A. Im Phasenkontrastmikroskop  
  sind Zellkern und Zytoplasma der RASF deutlich unterscheidbar (Pfeile). 
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V DISKUSSION 

 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung der Frage, auf welchem Weg die 

dem humanen Gewebe entstammenden RASF innerhalb eines immundefizienten 

Versuchstieres (SCID-Maus) zu entfernt implantiertem humanen Knorpel migrieren. 

Die Fähigkeit der lokalen Migration ortsständiger Fibroblasten, sowohl physiologisch 

wie auch pathophysiologisch, ist bereits beschrieben worden (Lefèvre S et al, 2009). 

Beispielsweise ist bekannt, dass bei der Wundheilung in der Haut dermale 

Fibroblasten im Rahmen der Wundheilung eine prominente Rolle spielen. Hier bildet 

die Migration aktivierter Fibroblasten in die Umgebung der Verletzung einen zentra-

len Vorgang bei der Wundreparation (Leeb SN et al., 2004). Im Rahmen der idiopa-

thischen Lungenfibrose wurde z.B. die integrinvermittelte Adhäsion an und Invasion 

in alveoläre Basalmembranen durch lokale Lungenfibroblasten festgestellt (White ES 

et al., 2003). Sämtliche bekannte Beispiele und Erkenntnisse für eine Migration der 

Gewebsfibroblasten umfassen jedoch lediglich die lokale, durch lokale chemotakti-

sche Reize herbeigeführte Migration. In den bekannten Fällen findet die Migration 

und spätere Adhäsion an die Zielzellen oder geschädigten Matrixstrukturen nur über 

eine geringe, gewebsständige Distanz statt. Vor dem Hintergrund der rheumatoiden 

Arthritis ist jedoch die Frage von Interesse, ob rheumatoide Fibroblasten aus einem 

betroffenen Areal, z.B. ausgehend vom Knorpel eines Gelenkes, in andere, fernere 

Areale desselben Gelenks oder sogar zu anderen Gelenken des Körpers migrieren 

können. Hierzu wäre jedoch eine weitaus größere Migrationsleistung erforderlich, als 

dies bisher für Fibroblasten beschrieben wurde.  

Zur Beantwortung dieser Frage wurde, wie in Abschnitt I beschrieben, immundefizi-

enten Versuchstieren humaner Knorpel und RASF implantiert. Es konnte bereits ge-

zeigt werden, dass humane Zellen durch den Versuchsorganismus gezielt in huma-

nen Knorpel migrieren können (Neumann E et. al, 2004). Da das laterale KI zellfrei 

implantiert wurde, ist die einzige Erklärung für die invadierenden RASF und die De-

struktion des humanen Knorpels die Migration der RASF aus dem primären Implan-

tationsort heraus. Es bleibt jedoch offen, welche Mechanismen für diesen Vorgang 

eine Rolle spielen. Für eine Migration der RASF mit Verlassen eines KI durch den 

Versuchsorganismus hindurch und Invasion eines anderen KI müssen verschiedene 

gewebliche Barrieren überwunden werden. Ein Übertritt der RASF aus dem lokalen 

knorpelnahen Gewebsverbund in der Subkutantasche in die verschiedenen Gewebe 
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des Versuchsorganismus und die anschließende Invasion in das den lateralen KI 

umgebende Gewebe sind hierfür erforderlich.  

Die gezielte Migration von Fibroblasten zu einem bestimmten Ort geschieht physio-

logisch meist als Antwort auf chemotaktische Reize. In der Wundheilung findet die 

Migration im Rahmen der sogenannten proliferativen Phase. Die wichtigen Schritte 

dieser Phase beinhalten Epithelialisierung, Angiogenese und vorläufige Matrixformie-

rung. Hierbei wandern Fibroblasten aus dem umgebenden Gewebe in den Ort der 

Wundheilung ein. Als Hauptsignalstoffe für die Fibroblastenmigration und Aktivierung 

gelten der sogenannte „Platelet derived growth factor“ (PDGF) sowie „Epithelial 

derived growth factor“ (EGF) (Broughton G 2nd et al., 2006). Um auszuschließen, 

dass die Migration der RASF in Richtung des implantierten zellfreien humanen Knor-

pels als Antwort auf bei der Wundreparation beteiligte Reize durch die subkutane 

Implantation der KI stattfand, wurden im SCID-Maus-Modell die RASF erst nach Ab-

schluss der frühen Phasen der Wundheilung appliziert. In den Serien 2 und 3 konnte 

durch zeitversetzte Implantation der primären, RASF-haltigen bzw. lateralen KI ohne 

RASF eine ähnlich starke Invasion und Knorpeldegradation durch die RASF nach-

gewiesen werden (Lefèvre S et al, 2009). 

Aufgrund dieser Ergebnisse konnten Vorgänge der frühen Wundheilung und die da-

mit einhergehenden Mediatoren als Effektor für die Fibroblastenmigration ausge-

schlossen werden. 

Durch Injektion der RASF 14 Tage zeitversetzt zur KI-Implantation konnte zusätzlich 

die Wundheilung bzw. offene Wunde als Migrationsursache der RASF zu den Im-

plantaten ausgeschlossen werden. Weiterhin gab diese Variation des SCID-Maus-

Modells erste Hinweise darauf, dass die Migration möglicherweise durch das Gefäß-

system stattfindet (Lefèvre S et al, 2009). Die Frage des Migrationsweges war aber 

durch die unterschiedlichen Implantationsversuche nicht geklärt und wurde in der 

vorliegenden Arbeit durch Untersuchung der Organe analysiert. 
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1. Detektion von RASF in murinen Organen 

 

Um den Migrationsweg der RASF durch den murinen Organismus mit anschließen-

der Invasion und Degradation des humanen Knorpels zu identifizieren, wurden die 

Organe der Versuchstiere untersucht. Hierzu wurde je ein Tier jeder untersuchten 

Serie auf Zellfunde in Organen und Blut mittels Immunhistochemie überprüft (s. Ta-

belle 5). In einer Reihe von Organen, wie beispielsweise im Verdauungstrakt oder 

der Lunge, konnten in allen Serien keine RASF nachgewiesen werden (vgl. IV: 1.1, 

1.4, 1.5, 1.6, 1.7). Im Gegensatz dazu waren RASF in verschiedenen anderen Ge-

weben und Organen nachweisbar und gaben Aufschluss über den Migrationsweg.  

Hierbei muss allerdings hinzugefügt werden, dass bei einer Fallzahl von 20 unter-

suchten Versuchstieren nicht ausgeschlossen werden kann, dass sich nicht in den 

Organen anderer Tiere RASF befunden haben könnten. Es stellt sich die grundsätz-

liche Frage, ob der Nichtnachweis von Zellen in den Organen darauf beruht, dass die 

Zellen nicht an diese Orte migrierten, oder aber darauf, dass sie dort nur nicht über-

lebten oder am Tag 60, als die Migration möglicherweise abgeschlossen oder redu-

ziert war, nicht mehr aufzufinden waren. 

Der Zeitpunkt der Organentnahme bei Versuchsende könnte für falsch negative Zell-

funde verantwortlich sein. Zwar wurden alle Organe im gleichen, definierten Zeitraum 

entnommen, jedoch handelte es sich bei diesem stets nur um eine Momentaufnah-

me. Eine Wanderung durch die betreffenden Organsysteme oder eine Dissemination 

vor dem 60. Tag kann nicht ausgeschlossen werden. Weiter ist es möglich, dass die 

RASF in Gewebe migrierten, jedoch dort vor der Detektion nach 60 Tagen im Rah-

men der Immunabwehr durch neutrophile Granulozyten und das Monozyten-

Makrophagen-System (MMS) eliminiert wurden. Die untersuchten Gewebe Lunge 

(Alveolarmakrophagen), Leber (Kupfer-Sternzellen), Haut (Langerhanszellen) sind 

bekannt für eine starke Präsenz an Zellen des MMS, was eine frühe Phagozytose 

der RASF ermöglichen könnte. Ebenfalls denkbar wäre eine frühe Apoptose der 

RASF nach der Migration in andere Organe. Möglicherweise fehlen in den entspre-

chenden Organen die Strukturen der extrazellulären Matrix, Autofluoreszenz oder 

das Zytokinmilieu, die für das Überleben der RASF notwendig sind. Zellen in 

Apoptose oder Phagozytose könnten sich durch Verlust von Proteinstrukturen der 

Antikörperbindung entziehen. Eine andere mögliche Fehlerquelle liegt in der Art der 

gewählten Detektionstechnik begründet. Obwohl zum Nachweis des humanen Ur-
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sprungs der RASF zwei verschiedene Antikörper verwendet wurden, ist es vorstell-

bar, dass die Sensitivität der Immunhistochemie nicht ausreichte, um sämtliche 

RASF zu detektieren. Eine mögliche Alternative zur Immunhistochemie stellt die Im-

munfluoreszenzfärbung dar. Sie bietet eine höhere Sensitivität, geht allerdings auch 

mit einer geringeren Spezifität einher. Besonders humaner Knorpel zeigt hier eine 

starke Signalüberlagerung, weswegen diese Technik in diesem Experiment nicht zur 

Detektion verwendet werden konnte. Eine Untersuchungstechnik mit höherer Sensi-

tivität und Spezifität wäre vielleicht dazu in der Lage, falsch negative Befunde der 

Immunhistochemie zu widerlegen.  

 

 

1.1 Dünndarm 

 

Bei keinem der untersuchten Dünndarmproben aus sämtlichen Serien wurde der 

Nachweis einer Dissemination von RASF erbracht. Dies betrifft auch die Proben der 

Tiere, bei denen die RASF intraperitoneal gespritzt wurden. Es ist zu vermuten, dass 

sich die RASF bei intraperitonealer Gabe entweder nur kurz in Darmabschnitten be-

fanden oder einen Weg in den Blutkreislauf ohne Passage des Dünndarmes ge-

nommen haben. Es bleibt zu diskutieren, ob die nicht migrierten Zellen zugrunde 

gingen oder am Tag 60 vollständig den Intraperitonealraum verlassen hatten. Letzte-

res erscheint wahrscheinlicher, veranschaulicht man sich die hervorragende Blutver-

sorgung des Dünndarmes, welche für die Resorption der Nahrungsbestandteile er-

forderlich ist. Da bei intraperitonealer Gabe eine signifikante Migration der RASF in 

den implantierten humanen Knorpel festgestellt wurde, ist anzunehmen, dass die 

Zellen auch über das Gefäßsystem des Dünndarms in den Blutkreislauf gelangten. 

Somit kann eine generalisierte Dissemination im Gastrointestinaltrakt bei sämtlichen 

Zellapplikationsformen ausgeschlossen und die Durchwanderung des Dünndarmes 

vermutet werden. 

 

 

1.2 Herzmuskel, Leber, Lunge 

 

In den Organen Herz, Lunge und Leber konnten keine RASF nachgewiesen werden. 

Sowohl Leber und Lunge werden von einem beträchtlichen Anteil des Herzminuten-
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volumens durchströmt. Gleiches gilt für den Herzmuskel, der für den für die Blutzirku-

lation erforderlichen Druck verantwortlich ist. Es ist bekannt, dass im Verlauf der RA 

sowohl Herz- als auch Lungengewebe betroffen sein können (Specker C, 2006; 

Matucci-Cerinic M et al., 2006). Dem gegenüber der Normalbevölkerung erhöhten 

kardiovaskulären Risiko von Patienten mit RA wurde mit der Entwicklung neuer the-

rapeutischer Richtlinien Rechnung getragen (Pham T et al., 2006). Dies lässt vermu-

ten, dass entsprechende Adhäsions- und Invasionsmechanismen existieren, die 

beim Menschen einen Befall dieser Organe, möglicherweise durch RASF, vermitteln. 

Im Rahmen einer Organbeteiligung wäre auch unter diesem Aspekt eine Invasion der 

in diesem Experiment applizierten Fibroblasten vorstellbar gewesen. Gleichwohl 

wurden in diesen drei Organen keine humanen Zellen gefunden. 

Das Herz als den Blutkreislauf antreibender Muskel spielt eine zentrale Rolle in der 

Hypothese einer Fibroblastenmigration über die Zirkulation. Die Anheftung oder Ein-

wanderung von RASF in Gewebe des Herzmuskels wäre in Anbetracht der in den 

Herzhöhlen vorherrschenden Blutströmung bzw. Blutdrücke erschwert. In Leber- und 

Lungengefäßen liegen dagegen geringere Drücke vor. Beiden Organen fällt eine für 

den Organismus wichtige Filter- bzw. Entgiftungsfunktion des Blutes zu. Jedoch 

scheint auch hier der adäquate Reiz für einen Übertritt der RASF in das Parenchym 

zu fehlen oder die humanen Zellen werden durch Phagozytose und/oder Induktion 

von Apoptose aus dem Gewebe entfernt. Ein nicht zu vernachlässigendes Problem 

in Bezug auf eine Interpretation der Zellfunde liegt in der Nachweistechnik begründet. 

Durch die in Abschnitt II.3.3 ausgeführte Technik der Immunhistochemie an Gefrier-

schnitten und die damit verbundene mehrfache Behandlung mit den erforderlichen 

Lösungen  ist es meist nicht möglich, humane oder murine Blutzellen in Herzhöhlen 

oder Gefäßen nachzuweisen. Sämtliche sich in den Lumen befindlichen Zellen und 

Blutbestandteile werden im Verlauf der Färbungen ausgespült. Es kann nicht ausge-

schlossen werden, dass sich zum Zeitpunkt der Organentnahme humane Zellen in 

den Gefäßen der Organe befunden haben. In den enthaltenen Gefäßen des Herz-

muskels, der Leberläppchen und des Lungengewebes sowie in den Alveolen konn-

ten keine RASF in den analysierten Präparaten nachgewiesen werden. Im Stroma 

des Leber- und Herzgewebes konnten ebenso keine RASF detektiert werden. Ein 

Übertritt von RASF in diese Organe scheint im Verlauf der Fibroblastenmigration 

über den Blutstrom nicht zu erfolgen. Selbst bei Eliminierung der RASF vor der Or-

ganentnahme durch Phagozytose oder Apoptose hätten sich zumindest einzelne 
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RASF nachweisen lassen müssen. Das völlige Fehlen humaner Zellen im Gewebe 

derart stark durchbluteter Organe wie Herz, Leber und Lunge schließt eine generali-

sierte Dissemination der den Versuchstieren applizierten RASF nahezu aus. Im Um-

kehrschluss lassen diese Ergebnisse die gezielte Migration durch das Gefäßsystem 

wahrscheinlich erscheinen. 

 

 

1.3 Niere 

 

Wenige RASF konnten in einer von 20 überprüften Nieren nachgewiesen werden. 

Die positiven Signale fanden sich an tubuläre Strukturen der Nierenrinde angelagert. 

Eine Durchwanderung des Nierenparenchyms durch die RASF scheint jedoch eben-

so unwahrscheinlich wie ein Durchtritt der RASF durch die den Tubuli vorgeschalte-

ten Nierenkörperchen. Weiterhin konnten bei keinem weiteren Tier humane Zellen in 

den Nieren nachgewiesen werden. Eine Erklärung für die Detektion von RASF in ei-

ner Niere ist möglicherweise in Mikroläsionen der Niere in diesem Tier zu suchen. 

 

 

1.4 Milz, Lymphknoten 

 

Die Milz ist ein zentrales Organ des Immunsystems. In der immundefizienten SCID-

Maus besitzt die Milz im Rahmen der passiven Erregerabwehr (angeborenes Im-

munsystem) eine zentrale Rolle. Durch die maschenartige Parenchymstruktur wird 

das Blut gefiltert und dient dem Abbau überalterter Blutzellen, Erreger und Immun-

komplexe aus dem Blut.  

Mit Ausnahme eines Tieres, bei dem wenige RASF detektiert wurden, konnten in al-

len Milzgeweben RASF in hoher Zahl nachgewiesen werden. Dabei spielte die Appli-

kationsart der RASF keine Rolle. Die detektierten humanen Zellen wurden vermutlich 

in der Milz während der Blutpassage durch die Milz ausgefiltert und im Parenchym 

zurückgehalten. Ein Fund von RASF in der Milz setzt jedoch bei allen Fibroblasten, 

welche nicht im Rahmen des „Injektionsmodells“ intravenös appliziert wurden, einen 

vorhergehenden Übertritt der humanen Zellen in den Blutkreislauf voraus. Dieses Er-

gebnis ist vor allem überraschend, da von der Häufigkeit der Zellfunde im Milzgewe-

be nicht auf die Applikationsart geschlossen werden konnte. Die intravenöse Injekti-
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on von RASF resultierte in einer ähnlich hohen Zahl von RASF in der Milz an Tag 60 

wie beispielsweise nach subkutaner Injektion. Was die Zellen zum Übertritt aus den 

lokalen Applikationsorten in den Blutkreislauf animiert haben könnte, kann im Rah-

men dieser Studie nicht beantwortet werden. Chemotaxis und endotheliale Oberflä-

chenproteine wären zwei mögliche Ansätze zur Aufklärung des hier beobachteten 

Phänomens. Darüber hinaus bleibt in weiteren Versuchen zu zeigen, wann der Über-

tritt der RASF in das Gefäßsystem während der 60 Tage Beobachtungszeit stattfin-

det und ob die RASF in der Milz überleben oder ob sie phagozytiert werden. 

  

In den untersuchten axialen Lymphknoten konnten in einem einzigen Präparat ver-

einzelte Zellen nachgewiesen werden. Dies ist allerdings bei nur einem getesteten 

Lymphknoten pro SCID-Maus angesichts der Vielzahl von Lymphknoten ein interes-

santes Ergebnis. Weiterhin sind in den immundefizienten Tieren die Lymphknoten im 

Vergleich zu immunkompetenten Tieren deutlich atrophiert und unterscheiden sich in 

ihrem Aufbau, da SCID-Mäuse keine funktionellen T- und B-Zellen bilden können. 

Die bei dem Versuchstier gefundenen Zellen entstammen einer subkutanen Injektion. 

Ob diese Zellen direkt über die Lymphbahn oder aus dem Blut in die Lymphknoten 

gelangt sind, kann nicht beantwortet werden. Allerdings ist für beide Varianten eine 

Migration der Zellen aus dem Subkutangewebe heraus Voraussetzung. Angesichts 

der übrigen Ergebnisse aus den Organuntersuchungen erscheint eine mögliche Mig-

ration der RASF über die Lymphbahn sehr unwahrscheinlich. Es wäre jedoch mög-

lich, dass dieselben Mechanismen, die den RASF erlauben, an Blutgefäße zu adhä-

rieren, diesen auch den Übertritt in die Lymphgefäße ermöglichen. Weitere Analysen 

hinsichtlich der bei der Fibroblastenmigration beteiligten Faktoren sind notwendig, 

um diese Fragen zu beantworten. 
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1.5 Subkutane Hautproben 

  

Der Nachweis von RASF in entnommenen Hautproben bzw. in unmittelbarer Nähe 

der KI oder in entfernten Arealen konnte nur in einem Präparat erbracht werden 

(Abb. 13). Dieses Ergebnis macht die mögliche Hypothese einer subkutanen Wande-

rung unwahrscheinlich. In einem aus insgesamt 20 Hautpräparaten aus der unmittel-

baren Nähe des KI konnten RASF detektiert werden. Daher ist anzunehmen, dass 

die RASF überwiegend die Applikationsstelle verlassen, anstatt das umliegende sub-

kutane Gewebe zu infiltrieren oder zu durchwandern. Wie in Abschnitt IV.2 dargelegt, 

konnten RASF im Blut von Mäusen nachgewiesen werden, denen RASF per subku-

taner Injektion verabreicht worden waren. Das Fehlen von Zellfunden in allen ande-

ren Hautpräparaten unterstützt die zuvor geäußerte Hypothese einer gezielten Migra-

tion der humanen RASF über das Gefäßsystem und schließt die subkutane Migration 

zwischen den Implantaten nahezu aus. Ob zu früheren Zeitpunkten nach RASF-

Applikation humane Zellen subkutan nachweisbar wären, bleibt ungeklärt. Zu vermu-

ten wären in diesem Fall Zellfunde in der Umgebung subkutan gelegener Blutgefäße. 

Eine Versuchsreihe subkutan injizierter RASF in SCID-Mäuse, verbunden mit einem 

Nachweis der RASF im Bereich der subkutanen Injektionsstelle und im Blut sowie die 

Analyse von verschiedenen Zeitpunkten  könnte den Migrationsweg der Zellen auf-

zeigen und die Kinetik der Migration von RASF darlegen. 
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1.6. Murine Gelenke und Ohrknorpel 

  

Das Gelenk und die gelenkbildenden Strukturen als einer der Hauptmanifestationsor-

te der rheumatoiden Arthritis wurden vor allem unter der Fragestellung der Invasion 

von RASF in intakte Gelenke untersucht. Aus vorhergehenden Experimenten ist be-

kannt, dass RASF murinen Knorpel invadieren können (Levèfre S et al., 2008). Die 

Einbringung humaner RASF in immundefiziente Tiere anderer Spezies und einer sich 

daraus entwickelnden arthritischen Reaktion wurde bislang allerdings nicht beschrie-

ben. Da die RASF, wie mit Hilfe des „klassischen Modells“ gezeigt, humanen Knorpel 

in vivo destruieren, war die Möglichkeit vorstellbar, dass sie in das Gelenk der Maus 

einwandern, dort an Strukturen des Bewegungsapparates adhärieren und den Knor-

pel invadieren und destruieren. Allerdings besitzt das intakte murine Gelenk natürli-

che Gewebsbarrieren, die die Migration von RASF verhindern können. Weiterhin ist 

im gesunden Gelenk eine räumliche Trennung des Synovialgewebes und der Knor-

pelmatrix gegeben, die zur erschwerten Migration und Adhäsion der RASF an die 

Knorpelmatrix führen könnte.  

In der Tat konnten nur in zwei Tieren RASF im intakten murinen Gelenk am Tag 60 

detektiert werden (s. Tabelle 18). Diese waren auffälligerweise, wie in Abb. 19 er-

sichtlich, nicht im gesamten Gelenk verteilt, sondern entlang der dort vorhandenen 

knöchernen Strukturen angelagert. Eine Destruktion der knorpeligen Gelenksanteile 

konnte allerdings nicht festgestellt werden. Diese Beobachtung lässt eine gezielte 

Migration der RASF wahrscheinlicher erscheinen. Allerdings stellt das völlige Fehlen 

humaner Zellen in den übrigen Gelenken diese wiederum in Frage.  

Möglicherweise reicht der Beobachtungszeitraum der RASF von 60 Tagen in der 

SCID-Maus nicht aus, um die natürlichen, intakten Gelenkbarrieren im Tier zu über-

winden und den RASF zu ermöglichen, aus dem Gefäßsystem auszutreten, in das 

Synovialgewebe zu migrieren und an die räumlich getrennte Matrix zu adhärieren. 

Ein weiteres SCID-Maus-Experiment hat allerdings gezeigt, dass RASF prinzipiell in 

der Lage sind, speziesfremden Knorpel zu invadieren, wenn das Gelenk durch Im-

plantation den RASF zugänglich gemacht wird (Levèfre S et al., 2008). Daher liegt 

die Vermutung nahe, dass die räumliche Trennung die Invasion verlangsamt, was mit 

dem langsam voranschreitenden klinischen Bild beim RA-Patienten übereinstimmt.  
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In sechs von 20 Tieren konnten einzelne, in zwei weiteren Tiere wenige, RASF 

nachgewiesen werden. Die Zellen lagen hierbei am Knorpel an, auch eine Invasion 

und Zersetzung konnte beobachtet werden. 

Angesichts der hohen Zahl detektierter RASF im Bereich des Ohrknorpels der SCID-

Mäuse drängt sich die Frage nach der speziesfremden Adhäsion humaner RASF an 

murinen Knorpel auf. Bei annähernd der Hälfte der Versuchstiere konnten an die 

Knorpelmatrix angelagerte RASF nachgewiesen werden. Wie in Abb. 31 ersichtlich, 

bezog sich die Herkunft der Zellen auf sämtliche verwendete Applikationsformen der 

RASF. Offenbar stellt auch der Knorpel des Mausohres einen Zielort für eine gerich-

tete Migration der RASF dar. Als Ursache für diese Beobachtung ist die strukturelle 

Ähnlichkeit des im Ohr des Versuchstieres vorliegenden Knorpelgewebes mit huma-

nem Gelenkknorpel zu diskutieren. Allerdings wurde der Knorpel im Ohr nicht inva-

diert, was auf Unterschiede in der Matrixzusammensetzung, auf eine intakte oder 

zum Gelenkknorpel unterschiedlichere Beschaffenheit der Knorpeloberfläche oder 

auf fehlende aktivierende Faktoren hinweist. Ein Vergleich der im Ohr vorherrschen-

den Verhältnisse mit denen in einem Gelenk ist jedoch nicht ohne Weiteres möglich. 

Prinzipiell scheinen RASF murinen Knorpel invadieren zu können. Dies stimmt mit 

den Ergebnissen weiterer Experimente der Arbeitsgruppe überein, bei denen muriner 

Gelenkknorpel subkutan implantiert wurde und eine Invasion durch RASF festgestellt 

werden konnte (Lefevre S et al. 2009). Im Unterschied zu den räumlich getrennten 

Kompartimenten des intakten Gelenkes liegt der Ohrknorpel im direkten Kontakt mit 

dem umliegenden Gewebe und ist daher für migrierende RASF zugänglich. Auch ist 

das den Ohrknorpel umgebende Gewebe deutlich besser durchblutet, als es beim 

Gelenknorpel in einer abgeschlossenen Gelenkkapsel der Fall ist. Basierend auf der 

Hypothese einer Fibroblastenmigration über den Blutweg könnte in der geringeren 

Blutversorgung der Gelenke gegenüber dem Ohrknorpel die Erklärung für eine er-

höhte Migration der RASF zum Ohrknorpel liegen. Durch die fehlende Gelenkkapsel 

beim Ohrknorpel könnte weiterhin die Fibroblastenadhäsion erleichtert sein. Wenn 

RASF Matrixproteine zur Adhäsion benötigen, ist es denkbar, dass im Falle der ge-

schlossenen Gelenkkapsel der Gelenkknorpel für RASF deutlich unzugänglicher wä-

re. 
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2. Fibroblastenfunde in Blutproben 

  

Wie in Teil IV.2 beschrieben, wurden humane RASF im Blut von 17 aus 42 Ver-

suchstieren detektiert. Die hohe, allerdings nicht 100-prozentige Quote positiver Zell-

nachweise könnte irreführend sein, da zu vermuten ist, dass die tatsächliche Zahl für 

humane Zellen bei positiven Versuchstieren höher liegt. Die Ursachen für diese Ver-

mutung liegen in mehreren, experimentellen und die Technik der Zelldetektion in 

dem Blut der Versuchstiere betreffenden Aspekten begründet.  

Zum einen betrug das den SCID-Mäusen entnommene Blutvolumen mit bis zu ma-

ximal 1 ml nur einen maximal ca. 50-prozentigen Anteil des Gesamtblutvolumens. 

Oftmals standen jedoch 150-500 µl Blut zur Verfügung. Da jedoch anzunehmen ist, 

dass sich die Zellen im gesamten Blutvolumen gleichmäßig verteilen, kann das ent-

nommene Probevolumen nur als zufällige Stichprobe in einer für eine ausreichende 

Signifikanz zu kleinen Fallzahl angesehen werden. Des Weiteren wurden die ent-

nommenen Blutproben stark verdünnt. Diese Verdünnung war erforderlich, um die 

Überlagerung der wenigen humanen Zellen durch murine Erythrozyten und andere 

murine Blutzellen zu vermindern, die trotz wiederholter Erythrozytenlyse nicht kom-

plett entfernt werden können. Während der Prozedur können zusätzlich humane Zel-

len verloren werden. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass die Blutzellen, die am Tag 

60 nach der Aufarbeitung und der immunzytochemischen Färbung in den Zytospins 

beurteilt wurden, immer nur Momentaufnahmen zu Versuchsende darstellten. Es 

muss davon ausgegangen werden, dass 60 Tage nach RASF-Applikation die über-

wiegende Zahl humaner Zellen migriert und aus den Blutgefäßen bereits ausgetreten 

war. Somit waren die RASF weitgehend nicht mehr im Blut nachweisbar. Neuere 

Versuche der Arbeitsgruppe zeigten, dass eine Invasion des zellfreien Implantats be-

reits nach 18 Tagen nachweisbar ist (Zimmermann B et al., 2009). Demnach findet 

die Migration der RASF bereits vor diesem Zeitraum statt. 

Die Untersuchungen der den SCID-Mäusen entnommenen Blutproben unterstützt die 

Migrationshypothese über das Gefäßsystem. In einem hohen Anteil der untersuchten 

Blutproben konnten 60 Tage nach Implantation humane RASF nachgewiesen wer-

den. Von den Blutproben, in denen RASF detektiert werden konnten, bildete die der 

intravenös applizierten RASF die größte Fraktion. Allerdings fanden sich in signifi-

kanter Anzahl auch aus subkutaner bzw. intraperitonealer Applikation hervorgegan-

gene humane Fibroblasten. Diese positiven Zellfunde im Blut der Versuchstiere kön-
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nen nur mit einem Übertritt der RASF von ihrem Applikationsort in das Gefäßsystem 

erklärt werden. Die Mechanismen des Gefäßübertrittes der RASF aus dem Gewebe 

sind bisher nicht bekannt.  

Die Anheftung von RASF an Knorpel- und Knochenstrukturen stellt eine Bedingung 

für das aggressive Verhalten dar, das sich in der Bildung und Abgabe proteolytischer 

Enzyme und Degradation der EZM niederschlägt (Schedel J et al., 2004). Die Erfor-

schung dieser Mechanismen steht derzeit nicht zur Verfügung, würde jedoch zum 

Verständnis der Interaktion von RASF mit den Zellen des Blutgefäßsystems beitra-

gen. 

 

 

3. Interpretation der nachgewiesenen RASF in den Organen 

  

RASF waren in verschiedenen Geweben und Organen nachweisbar und gaben Hin-

weise auf den Migrationsweg. Hierbei muss allerdings hinzugefügt werden, dass bei 

einer Fallzahl von 20 untersuchten Versuchstieren nicht ausgeschlossen werden 

kann, dass sich nicht in den Organen anderer Tiere RASF befunden haben könnten. 

Es stellt sich die grundsätzliche Frage, ob der Nichtnachweis von Zellen in den Or-

ganen darauf beruht, dass die Zellen nicht an diese Orte migrierten, oder aber da-

rauf, dass sie dort nicht überlebten oder am Tag 60, als die Migration möglicherweise 

abgeschlossen oder reduziert war, nicht mehr aufzufinden waren. 

Der Zeitpunkt der Organentnahme bei Versuchsende könnte für falsch negative Zell-

funde verantwortlich sein. Zwar wurden alle Organe im gleichen, definierten Zeitraum 

entnommen, jedoch handelte es sich bei diesem stets nur um eine Momentaufnah-

me. Eine Wanderung durch die betreffenden Organsysteme oder eine Dissemination 

vor dem 60. Tag kann nicht ausgeschlossen werden.  

Weiterhin ist es möglich, dass die RASF in Gewebe migrierten, jedoch dort vor der 

Detektion nach 60 Tagen im Rahmen der Immunabwehr durch neutrophile 

Granulozyten und das Monozyten-Makrophagen-System (MMS) eliminiert wurden. 

Insbesondere in Lunge (Alveolarmakrophagen), Leber (Kupfer-Sternzellen) und Haut 

(Langerhanszellen) liegen viele Zellen des MMS vor, was eine frühe Phagozytose 

der RASF ermöglichen könnte.  

Ebenfalls denkbar wäre eine frühe Apoptose der RASF nach der Migration in Orga-

ne. Möglicherweise fehlen in den entsprechenden Organen die Strukturen der extra-
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zellulären Matrix, Zellinteraktionen oder das Zytokinmilieu, die für das Überleben der 

RASF notwendig sind. Zellen in Apoptose oder phagozytierte Zellen könnten durch 

Verlust von Proteinstrukturen der Antikörperbindung immunhistologisch nicht mehr 

nachweisbar sein.  

Eine weitere mögliche Fehlerquelle liegt in der Art der gewählten Detektionstechnik 

begründet. Obwohl zum Nachweis des humanen Ursprungs der RASF zwei ver-

schiedene Antikörper verwendet wurden, ist es vorstellbar, dass die Sensitivität der 

Immunhistochemie nicht ausreicht, um sämtliche RASF zu detektieren. Ein mögliche 

Alternative zur Immunhistochemie stellt die Immunfluoreszenzfärbung dar. Sie bietet 

eine höhere Sensitivität, geht allerdings auch mit einer geringeren Spezifität einher. 

Besonders humaner Knorpel und die implantierte Trägermatrix weisen eine starke 

Signalüberlagerung durch Autofluoreszenz auf, weswegen diese Technik in diesem 

Experiment nicht zur Detektion verwendet werden konnte. Eine Untersuchungstech-

nik mit höherer Sensitivität und Spezifität wäre dazu in der Lage, falsch negative Be-

funde der Immunhistochemie zu widerlegen.  

Insgesamt weisen die vorliegenden Versuche in Zusammenschau mit weiteren Expe-

rimenten der Arbeitsgruppe (Lefevre S et al. 2009) darauf hin, dass die Migration der 

RASF im SCID-Maus-Modell der RA durch das Gefäßsystem stattfindet. 
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4. Ausblicke 

  

Mit Hilfe des in-vivo-Mausmodells konnte die Migrationsfähigkeit aus humanem 

Synovium isolierter rheumatoider synovialer Fibroblasten dargestellt werden (Lefévre 

S et al., 2009). In Abwesenheit einer adaptiven Immunabwehr und von weiteren hu-

manen Effektorzellen und Zytokinen sind die humanen RASF in der Lage, implantier-

ten gesunden humanen Knorpel zu invadieren und zu destruieren. Dies unterstützt 

die Hypothese, dass T-Zell-unabhängige Signalwege eine bedeutende Rolle in der 

Pathogenese der RA spielen und die RASF für die kontinuierliche Destruktion von 

Knochen und Knorpel verantwortlich sind (Müller-Ladner U et al., 2007). In dieser Ar-

beit konnte gezeigt werden, dass RASF nur in bestimmten Organen der Versuchstie-

re präsent sind. Dabei trat jedoch keine Dissemination der RASF in den murinen Or-

ganen auf. Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine gezielte Migration 

der RASF über den Blutweg zum implantierten Knorpel stattfindet.  

Die Hauptmanifestation der RA besteht aus einem sich progredient ausbreitenden 

Befall und Zerstörung von Gelenkstrukturen. Initial sind dabei nur einzelne Gelenke 

betroffen, bis sich die Erkrankung im Verlauf in mehreren anderen Gelenken mani-

festiert. Es stellt sich die Frage, ob die im Rahmen des SCID-Maus-Modells erarbei-

tete Migrationshypothese der RASF zur Erklärung der Progredienz der RA beiträgt. 

Die Ergebnisse aus dem Tiermodell sind nur bedingt auf den Menschen übertragbar. 

Die RA beim Menschen vollzieht sich vor dem Hintergrund eines aktiven bzw. über-

reaktiven Immunsystems. Dabei greifen unzählige weitere Faktoren, sei es auf zellu-

lärer oder molekularer, somatischer oder psychischer Ebene in das Krankheitsge-

schehen ein. So stellt das von rheumatoider Arthritis betroffene Gelenk ein einzigar-

tiges Umfeld dar. Das entzündete Synovialgewebe von Patienten mit RA enthält eine 

Vielzahl an Chemokinen und Zytokinen sowie EZM-Bestandteilen. Daher wird mögli-

cherweise die Auswanderung von RASF aus dem entzündeten Mikromilieu er-

schwert. Andererseits ist das RA-Synovium durch eine erhöhte Neoangiogenese ge-

kennzeichnet (Szekanecz Z et al., 2007). Die erhöhte Gefäßdichte und das aktivierte 

Endothel ermöglichen und fördern eventuell die Auswanderung der RASF. Weiterhin 

sind Entzündungsfaktoren auch im Serum der betroffenen Patienten erhöht, die als 

Chemoattraktanden für RASF fungieren könnten. 

Durch die Erosion der Knorpel- und Knochenflächen und der daraus resultierenden 

Reibung der Gelenkflächen aneinander sowie durch den über die Gelenkflächen 
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wachsenden Pannus findet ein ständiger Umbau des Synoviums mit Bildung von 

Wundheilungsgewebe statt. Dieses Gewebe ist stark durchblutet und könnte die 

Auswanderung von RASF erleichtern. Anders als die im SCID-Maus-Modell subkutan 

bzw. intravenös oder lokal an die KI applizierten RASF ist der Zugang zum Blutkreis-

lauf für sich im Gelenk befindliche Zellen ungleich erschwert. Andererseits verläuft 

die humane RA über Jahre. Wenn die aufgestellte Hyphothese stimmt, dass 

synoviale Fibroblasten in der RA zur Ausbreitung auf weitere Gelenke verantwortlich 

sind, würde bei einfachem Zugang ein schneller Verlauf unter Einbezug aller Gelen-

ke zu erwarten sein. Wie im Tiermodell gezeigt, scheinen jedoch intakte Gelenkstruk-

turen die Gelenke weitgehend zu schützen. Hierbei wäre zu diskutieren, ob Mikrolä-

sionen in der Gelenkkapsel und in den das Gelenk umgebenden Strukturen die Mig-

ration fördern bzw. ermöglichen. Für diese Theorie spricht auch die Tatsache, dass 

Bestandteile und Bruchstücke der ECM selbst chemoattrahierend auf RASF wirken 

können (Müller-Ladner U et al., 2005). 

Insgesamt sind an den Prozessen, die letztendlich zur Migration der RASF führen, 

viele verschiedene Faktoren beteiligt. Hierzu zählen vermutlich proangiogenetische 

Mediatoren, wie auch weitere Zytokine und Integrine, die den RASF den Übertritt in 

das Gefäßsystem ermöglichen. Diese Hypothese bedarf jedoch weiterer detaillierter 

Untersuchungen. Die Erforschung der für die Migration verantwortlichen Faktoren 

würde zum besseren Verständnis der Ausbreitung der rheumatoiden Arthritis im Pa-

tienten beitragen. Diese Forschung könnte Hinweise geben, die zur Ausbreitung der 

RA über RASF führen und welche therapeutische Interventionen dem Migrationspo-

tential der RASF entgegenwirken können.  
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VI ZUSAMMENFASSUNG 

 

Im Rahmen der SCID-Maus-Experimente zum Migrationspotential von synovialen 

Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden neben dem implantier-

ten humanen Knorpel auch verschiedene Organe sowie Blut der Versuchstiere ent-

nommen. Die Auswertung dieser Proben war Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

Ziel der Arbeit war, den Weg der Migration von RASF durch den murinen Organis-

mus zu analysieren. Insgesamt wurden mit Hilfe des SCID-Maus-Modells folgende 

Fragestellungen bearbeitet bzw. lassen sich folgende Aussagen treffen: 

 

1. Die Ergebnisse der mittels Immunhistochemie untersuchten Organe und Blut-

proben unterstützen die Hypothese einer gezielten Migration der humanen 

RASF über das Blutgefäßsystem. Hinweise für eine ungezielte Migration und 

generalisierte Verteilung der RASF nach der Applikation konnten nicht gefun-

den.    

 

2. Insbesondere die Detektion von RASF in immunzytochemisch gefärbten Blut-

proben von Versuchstieren, denen die RASF mittels unterschiedlicher (intra-

venös, subkutan, intraperitoneal) Applikationswege zugeführt worden waren, 

weisen auf eine Fibroblastenmigration über den Blutkreislauf hin. Diesen Fun-

den muss eine Migration der RASF vom Ort der Applikation mit Übertritt in das 

Kreislaufsystem des Versuchstieres zugrunde liegen. 

 

3. Der Nachweis humaner RASF in murinem Gewebe des Ohrknorpels legt die 

Vermutung einer Kreuzreaktion der humanen Zellen mit dem Knorpelgewebe 

des Versuchstieres, also Adhäsion an speziesfremdes Gewebe, nahe. 

 

4. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass intakte Gelenke durch die räumliche 

Trennung vor der Invasion durch RASF geschützt werden, da in nur einem 

Tier humane Zellen im murinen, intakten Gelenk nachgewiesen wurden. Mik-

roläsionen oder die Migration durch die verschiedenen natürlichen Barrieren 

des Gelenkes verlangsamen die Invasion von RASF in das intakte Gelenk, 

was möglicherweise in den wenigen Funden von RASF 60 Tage nach Appli-
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kation resultierte. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der Beobachtung der 

Progression der RA, die sich über Jahre hinziehen kann. 

 

Die Ergebnisse konnten die Fragestellung zur Aufklärung des Migrationsweges von 

humanen RASF über das Blutgefäßsystem beantworten. 

In künftigen Experimenten gilt es, die in dieser Arbeit beschriebenen Migrationswege 

bezüglich der Faktoren zu untersuchen, welche für die Migration, Adhäsion und Inva-

sion der RASF an humanem Knorpel verantwortlich sind. Nach der Feststellung des 

Migrationsweges sind vor allem die Ursachen von Interesse, die migrierende RASF 

an bestimmte Gewebe und Matrixstrukturen adhärieren und invadieren lassen und 

andere nicht. Ein weiterer interessanter Aspekt der Wanderung der RASF ist die bis-

her unbekannte Transmigration der RASF in das und aus dem Blutgefäßsystem her-

aus, die im SCID-Maus-Modell erstmals für RASF beschrieben wird. Ein besseres 

Verständnis der Interaktion von RASF mit den verschiedenen Geweben des mensch-

lichen Körpers würde neue Perspektiven einer gezielteren therapeutischen Beein-

flussung der Ausbreitung der RA beim Menschen eröffnen. Damit wäre ein weiterer 

wichtiger Schritt auf dem Wege der Verbesserung der Situation an RA leidender Pa-

tienten getan.
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VII SUMMARY 

 

In the context of the SCID-Mouse-Experiments investigating the migratory potential 

of rheumatoid synovial fibroblasts (RASF) of patients with Rheumatoid Arthritis (RA), 

implanted human cartilage as well as several organs and blood samples from the 

laboratory animals were collected.  

Subject of this study was the analysis of these samples. The aim was to further ex-

amine the way of transmigration of the RASF through the laboratory animals. 

Altogether, by means of the SCID-Mouse-Model, the following conclusions can be 

drawn:  

 

1. The results, gained from the immunohistochemical examination of organs and 

blood-samples support the hypothesis of a directed migration of activated 

RASF via the vasculature. Evidence for unsighted or unspecific spread could 

not be found.    

 

2. In particular, the detection of RASF in immunocytologically stained blood-

samples taken from the SCID-Mice suggests a migration of the RASF through 

the vascular system. This migration seems to be independent from the way of 

application (intravenously, subcutaneously, intraperitoneal). These detections 

can only be explained by a transmigration of the RASF from the site of appli-

cation to the circulatory system of the laboratory animal. 

 

3. The detection of human RASF in murine ear cartilage leads to the assumption 

of a cross reaction between the human cells and the murine cartilage, implying 

species cross-adhesion to mouse tissue. 

 

4. Furthermore, regarding the fact that only in one animal human cells could be 

found in an intact murine joint, the results indicate a protection of unspoiled 

joints from RASF invasion by physical separation. Microlesions or the migra-

tion through the different natural barriers of the joint could slow down the inva-

sion of RASF into the intact joint, possibly leading to the few detections of 

RASF 60 days after application. These findings coincide with the idea of RA 

as an over years progressing disease.  
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The results corroborated the hypothesis of a migration of human RASF via the vas-

cular system.  

In future experiments it will be necessary to further investigate the ways of migration, 

examining the factors responsible for migration, adhesion and invasion of RASF into 

the human cartilage. After the identification of the migration-pathway it will be of pri-

mary interest to identify the causes leading to the adhesion to and invasion into spe-

cific tissues and matrix structures, while disregarding others. Another interesting as-

pect of the spreading of RASF is the up to now unknown transmigration in and out of 

the circulatory system, described for RASF in the SCID-Mouse-Model for the first 

time.  

A better understanding of the interactions between human RASF and the different 

tissues of the human body could open up new perspectives on a more selective 

therapeutic intervention inhibiting the spreading of RA in human joints. This would be 

an important step towards improving the situation of patients suffering from RA.  
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