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1. Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie des Kiefergelenks

Die Kiefergelenke (lateinisch: Articulatio temporomandibularis) stellen einen Teil des
stomatognathen Systems dar (Zilles et al. 2011). lhre komplexen Bewegungsvorgange
dienen sowohl der Nahrungsaufnahme als auch dem Artikulieren beim Sprechen und
Singen (Zilles et al. 2011). Topografisch befindet sich das Kiefergelenk anterior des
aulBeren Gehorganges (Meatus acusticus externus) und posterior der Wurzel des
Jochbogens (Zilles et al. 2011). Es stellt die gelenkige Verbindung zwischen dem
Schlafenbein (Os temporale) und dem Unterkiefer (Corpus mandibulae) dar und setzt
sich aus eben diesen beiden knéchernen Anteilen zusammen (Zilles et al. 2011). Die
dazwischenliegende Gelenkscheibe (Discus articularis) unterteilt das Gelenk in eine
obere discotemporale, sowie eine untere, discomandibulare Kammer (Zilles et al. 2011).
Beim Kiefergelenk handelt es sich entsprechend um eine Diarthrose mit Gelenkspalten
zwischen den artikulierenden Gelenkflachen und einer duferen Gelenkkapsel, sowie
verschiedenen Béandern (Zilles et al. 2011). Die Gelenkhghle ist mit Synovialfliissigkeit
gefullt, welche im Rahmen der Gelenkbewegung die Reibung herabsetzt, sowie
ernahrende und reinigende Funktionen erfullt (Zilles et al. 2011). Dorsal des

Kiefergelenks befindet sich die sogenannte bilaminare Zone (Zilles et al. 2011).

Eine Besonderheit des Kiefergelenks stellt die Tatsache dar, dass nicht nur ihre eigene
Anatomie Einfluss auf die raumliche Lage der Gelenkskomponenten besitzt, sondern
ebenso die Dentition (Strub 1994).

Bei Bewegungen des Unterkiefers artikuliert das walzenférmige Caput mandibulae des
Processus condylaris des Unterkiefers mit der Fossa mandibularis und dem Tuberculum
articulare des Schlafenbeins (Strub 1994).

1.1.1 Discus articularis

Er besitzt eine ovoide Form und ist eine bikonkave, gefal3freie Bindegewebsscheibe,
welche auf dem Caput mandibulae aufsitzt und dieses unter physiologischen

Bedingungen auch wahrend der Rotations- oder Translationsbewegungen fuhrt (Strub
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1994) (Zilles et al. 2011). Der Discus ist peripher mit der Gelenkkapsel verwachsen. Es
wird ein etwa 2 mm dickes anteriores Band von einer dinneren intermedidren Zone
(etwa 1 mm) und dem knapp 3 mm dicken posterioren Band unterschieden (Strub
1994). Das anteriore und posteriore Band bestehen aus straffem Bindegewebe, in das
Knorpelzellen eingelagert sind (Strub 1994) (Zilles et al. 2011). In dem Teil des
posterioren Bandes, welches auf dem Caput mandibulae aufliegt, findet sich reine
Faserknorpelstruktur (Strub 1994). Die intermediare Zone hingegen besteht lediglich aus

straffem Bindegewebe (Zilles et al. 2011).
1.1.2 Bilaminare Zone

Posterior geht der Discus articularis in die aus zwei Anteilen bestehende bilaminare
Zone uber, die aus einer Lamina superior und inferior sowie einem retroartikularen
Polster besteht. Die bilaminare Zone ist reichhaltig innerviert und vaskularisiert (Zilles et
al. 2011). Bei der Unterkieferbewegung tbt der Kondylus eine Pumpfunktion auf die
bilaminére Zone aus, wodurch es zu einem physiologischen Wechsel des Innendrucks
kommt (Graber 1991). Dieser ist eine wichtige Voraussetzung fur das storungsfreie
Gleiten der Gelenkflachen und spielt des Weiteren eine wesentliche Rolle fur den
Gelenkstoffwechsel (Graber 1991).

1.1.3 Gelenkkapsel und Bander

Das Kiefergelenk wird von einer Gelenkkapsel (Capsula articularis) umschlossen,
welche vom Schlafenbein zum Unterkiefer fuhrt (Zilles et al. 2011). Sie ist reich an
BlutgefalRen und mit Nerven versorgt und ist von einer Synovia (Membrana synovialis)
ausgekleidet (Zilles et al. 2011). Die aul3ere fibrose Membran (Membrana fibrosa)

besteht aus kollagenen Faserbiindeln (Zilles et al. 2011).

Die Ligamenta laterale und mediale verstarken die Gelenkkapsel seitlich (Zilles et al.
2011). Das Ligamentum laterale (Ligamentum temporomandibulare) zieht vom
Tuberculum articulare zur lateralen Seite des Collum mandibulae (Zilles et al. 2011).
Das Ligamentum mediale befindet sich im medialen Bereich der Gelenkkapsel und ist

variabel ausgepragt (Zilles et al. 2011). Beide Bander bestehen aus straffem
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Bindegewebe und dienen im Wesentlichen der Gelenkfiihrung und der Hemmung von

Randbewegungen vor allem nach hinten (Zilles et al. 2011).

Die Ligamenta sphenomandibulare und stylomandibulare haben zwar keine direkte
Beziehung zur Gelenkkapsel, doch beeinflussen sie gleichwohl die Kinematik des
Unterkiefers (Zilles et al. 2011). Sie hemmen seine Endbewegungen und tragen dazu

bei, ihn in seine urspriingliche Lage zuriickzufihren (Zilles et al. 2011).

1.1.4 Synovialgewebe

Das Synovialgewebe ist an der Innenseite der Gelenkkapsel lokalisiert und besteht aus
zwei Schichten (Zilles et al. 2011). Die innere, an den Gelenkspalt grenzende Schicht ist
die Intima. Sie ist zellreich, gut vaskularisiert und produziert die Synovialfllissigkeit

(Zilles et al. 2011). Die Subintima grenzt an die Kapsel und ist avaskular (Zarb 1985).

1.1.5 Synovialflussigkeit (Synovia)

Die Gelenkhohle ist gefillt mit klarer Synovialflissigkeit, hauptsachlich bestehend aus
Dialysat des Blutplasmas, sowie Sekretionsprodukten (Welsch 2006). Die Synovia
enthalt Proteine, Hyaluronsaure, Glukose, Wasser und vereinzelt Lymphozyten (Welsch
2006). Wichtige Funktionen sind die Lubrikation, StoRdampfung, sowie Nutrition, womit
die Synovialflissigkeit dem Verschleil3 der Gelenkflachen entgegenwirkt (Welsch 2006).
Vor allem mit Hilfe des Glykoproteins Lubricin wird die Gleitfahigkeit des Gelenkknorpels
an ihrer Oberflache erhoht (Welsch 2006). Da die Knorpeloberflachen der Gelenkflachen
nicht vaskularisiert sind, ibernimmt die Synovia ihre Ernahrung durch Diffusion, welche

auf Bewegung mit Druck und Schub geférdert wird (Zarb 1985).

1.1.6 Histologie des Kiefergelenkknorpels

In Bezug auf die histologische Schichtung ist die Nomenklatur in der Literatur
uneinheitlich beschrieben. In dieser Arbeit wird folgende Nomenklatur fir die

Unterteilung der histologischen Schichtung verwendet (siehe Abbildung 1):
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1. Oberflachliche, fibrose Bindegewebszone

Als oberflachlichste Schicht, stellt die Bindegewebszone die eigentliche, artikulierende
Gelenkflache dar. Die Bindegewebszone besteht aus dichtem, fiborosem Bindegewebe
mit Kollagenfasern, welche entsprechend ihrer funktionellen Belastung Uberwiegend

parallel zur Oberflache verlaufen (Bumann et al. 1999).
2. Proliferationszone

Die Proliferationszone besteht aus undifferenzierten Bindegewebszellen, die in tieferen
Schichten u.a. zu Chondroblasten differenzieren. Die Proliferationszone bildet mit dem

Faserknorpel eine Wachstumszone (Bumann et al. 1999).
3. Faserknorpelzone

Die Faserknorpelschicht besteht aus ungeordneten, hypertrophen Chondroblasten,
welche zum Knochen hin weiter hypertrophieren. In die Tiefe verkalkt ihre Matrix
zunehmend und geht schlie8lich in die Zone der enchondralen Ossifikation tber
(Bumann et al. 1999).

4. Enchondrale Ossifikationszone

Die enchondrale Ossifikationszone entsteht durch Resorption von Knorpel und
Apposition von spongiésem Knochen (Bumann et al. 1999). Je nach Belastung kommt
es in dieser Zone zu hypertrophen oder regressiven Adaptationsvorgangen (Bumann et
al. 1999). Als einziges Gelenk im Koérper sind die Gelenkflachen des Kiefergelenks mit
Faserknorpel anstelle von hyalinem Knorpel Uberzogen (Benjamin et al. 2004).
Faserknorpel &hnelt dem straffen Bindegewebe und zeichnet sich vor allem durch hohe
Festigkeit und Widerstandfahigkeit aus (Benjamin et al. 2004). Er ist charakterisiert
durch einen vergleichsweise zellarmen Aufbau mit entsprechend hohem Gehalt an
Fasern (Benjamin et al. 2004). Der hohe Anteil an Kollagen Typ-I wird fur die
Widerstandfahigkeit verantwortlich gemacht, wahrend die stark verflochtenen kollagenen
Faserbiindel die Festigkeit ergeben (Benjamin et al. 2004). Im Gegensatz zu hyalinem

Knorpel besteht die Grundsubstanz des Faserknorpels aus weniger Matrixbestandteilen,
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wahrend der Anteil an Kollagenfasern vom Typ-lI hoher ist, was dem Faserknorpel die

genannte gréf3ere Widerstandsfahigkeit gegen Kompressionskrafte verschafft (Benjamin
et al. 2004).
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Abb. 1: Histologischer Aufbau des kondylaren Knorpels einer 8 Wochen alten Maus; HE
Farbung (10x)

1: Fibrose Bindegwebszone; 2: Proliferationszone; 3: hypertrophe Knorpelzone (spater
Faserknorpel); 4: Enchondrale Ossifikationszone; 5: Fossa mandibularis; 6: Diskus;

Typ-Il Kollagen macht circa 40 % der Kollagenfasern aus und kommt hingegen fast
ausschlieZlich in der Matrix hypertropher und reifender Zellen vor (Mizoguchi et al.
1990) (Mizoguchi et al. 1992). Insgesamt ist der Faserknorpel dadurch weniger elastisch
als hyaliner Knorpel und besitzt einen geringeren Wasseranteil (Mizoguchi et al. 1992).
Faserknorpel entwickelt sich aus straffem Bindegewebe, in dem sich Fibroblasten zu
Chondrozyten differenzieren (Mizoguchi et al. 1992). Die Umwandlung erfolgt unter

Einfluss von Zug- und Druckreizen (Karaharju-Suvanto et al. 1996). Durch


http://flexikon.doccheck.com/de/Fibroblast
http://flexikon.doccheck.com/de/Chondrozyt
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Zug&action=edit&redlink=1
http://flexikon.doccheck.com/de/Druck
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unphysiologische Belastungen bzw. fehlende funktionelle Belastung des Kiefergelenks
wird der Anteil von Typ-l Kollagen zulasten des Typ-ll Kollagen Gehalts erhoht
(Karaharju-Suvanto et al. 1996).

1.2 Anatomie und Physiologie des Kniegelenks

Das Kniegelenk (Articulatio genus) ist das grof3te Gelenk des menschlichen Koérpers und
bildet die gelenkige Verbindung zwischen Oberschenkelknochen (Femur), Schienbein
(Tibia) und Kniescheibe (Patella) (Zilles et al. 2011) (siehe Abbildung 2). Als eine
Articulatio bicondylaris lasst sich das Kniegelenk entsprechend in zwei réaumlich
voneinander getrennte Gelenke trennen — die Articulatio femorotibialis und die Articulatio
femoropatellaris (Zilles et al. 2011). Erstere wird durch die dazwischenliegenden Meniski
weiter eingeteilt in eine Articulatio meniscofemoralis und Articulatio meniscotibialis
(Zilles et al. 2011). Die mit Knorpel Uberzogenen Gelenkflachen werden Kondylen
genannt (Zilles et al. 2011). Zwischen ihnen liegen die mit der Gelenkkapsel
verwachsenen Menisken (Zilles et al. 2011). Durch die Seiten- und Kreuzbander wird
das Kniegelenk gegen Verschiebungen der knéchernen Strukturen gegeneinander
gesichert (Zilles et al. 2011). Es wird zudem umgeben von zahlreichen Schleimbeuteln,
die sich beispielsweise bei Entziindung vergroRern konnen und zum Teil mit der

Gelenkkapsel kommunizieren (Zilles et al. 2011).

Das Kniegelenk ist ein Drehgleitgelenk (Trochoginglymus) und besitzt zwei
Freiheitsgrade (Zilles et al. 2011). Es kann gebeugt und gestreckt werden (Zilles et al.
2011) (Wirtz 2010). In der Beugeposition kann aufRerdem eine axiale Langsrotation
ausgefuhrt werden (Wirtz 2010). Das Kniegelenk ist in aufrechter Position der Belastung
des Teilkdrpergewichtes ausgesetzt und muss entsprechend in dieser Streckstellung
eine hohe Stabilitat gewahrleisten (Wirtz 2010). Zusatzlich muss das Kniegelenk in
Beugestellung Bewegungsraum fur den Verkehrsraum des Ful3es bieten (Wirtz 2010).


http://flexikon.doccheck.com/de/Gelenk
http://flexikon.doccheck.com/de/Femur
http://flexikon.doccheck.com/de/Tibia
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16

[ "\.:4 x.‘.";:ﬂ:'_.wi-w g .
e v 3 o

N
A \Q R ‘ e
- .
N &/ ——
A N < d
2 S - oy
Y A i
P 7. - ~ ]
- 4 o ) e 2 -
y 48 JESRES ‘
£ G . - o \.'
ae: @ N - '\' ~JC .
) X % . & Yie™
Ty
-2 . 3 - A e —n
R st AN 5
. f‘:‘;&’ ‘ﬂf”-’b— < . \{kﬁ‘* @
S ‘ - '*,., ’ < >
XN 3 "R )
N W o SRR Vi W '
B WA R )
N > - AL S
AT ST
T, afieett. ’
- -
“ ".. l.. o e 1)
| RN gV,
- 2 vy :
Iy P et for% -
RN Vit L S Fe <
\ N RS ve Se e,
. » Sestl .
g ‘.:l" ~y' e
-

%
- A )
f‘ ’ r‘" & . s YA,
g L] ™ v -
o o f -
" A 4 ey » ’ °
1’ AP
s /
M J Oy v ".‘&
4 ] At J
» ‘), .or_' ~
b ) e s o
i/ 17 ,.,;//» 4
. L2 LI }

Abb. 2: Histologischer Aufbau des Kniegelenks einer 8 Wochen alten Maus; HE
Farbung (10x)

1: Femur; 2: Tibia; 3: Gelenkspalt; 4: Synovialgewebe; 5: Knochenmark;
6: Gelenkknorpel; 7: Meniskus

1.2.1 Bandapparat

Wie oben bereits erwéhnt, sind die rein kndchernen Strukturen des Kniegelenkes wenig
kongruent zueinander und daher sehr instabil (Wirtz 2010). Das Gelenk wird erst durch
die Anwesenheit seiner zahlreichen Bander stabilisiert (Wirtz 2010). Je nach
Lokalisation kdonnen sie eingeteilt werden in vordere, seitliche, hintere und zentrale
Bandkomplexe (Wirtz 2010).

1.2.2 Menisken und Bursen

Die Inkongruenz der artikulierenden Knochenflachen wird ausgeglichen durch die
halbmondférmigen Menisken (Wirtz 2010). Sie bestehen aus Faserknorpel und haben
im Querschnitt eine Keilform (Wirtz 2010). Die Menisken werden mit zunehmendem
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Alter weniger vaskularisiert, bis sie im Erwachsenenalter an inneren Abschnitten,

insbesondere der Meniskusschneide, avaskular sind. (Scapinelli 1968).

Das Kniegelenk wird zudem von diversen Schleimbeuteln umgeben, welche zum Teil
mit dem Gelenkraum kommunizieren, und zum Teil unabhangig von ihr sind (Wirtz
2010). Sie kénnen sich bei Entziindung vergrofRern und schitzen vor Schaden an den

Sehnen, welche Uber das Kniegelenk ziehen (Wirtz 2010).
1.2.3 Histologie des Kniegelenkknorpels

Der Kniegelenksknorpel besteht aus hyalinem Knorpel und lasst sich in vier Schichten
gliedern (Welsch 2006):

1. Tangentialfaserschicht

In dieser Schicht verlaufen die Kollagenfibrillen parallel zur Oberflache oder bilden
bogenférmige Strukturen mit einem Scheitelpunkt, der zur Oberflache weist (Welsch
2006). In dieser Schicht sind viele, schmale Fibrillen zu sehen und die Chondrozyten
gestalten sich spindelférmig mit einem Verlauf ebenfalls parallel zur Oberflache (Welsch
2006).

2. Ubergangszone

In dieser Zone liegen Chondrozyten oft vereinzelt vor oder treten in Paaren auf. Die

Kollagenfibrillen kreuzen sich hier (Welsch 2006).
3. Radiédrzone

Sie ist die breiteste Schicht, in der die Kollagenfibrilen beinahe senkrecht zur
Oberflache verlaufen, wobei sie lockerer verteilt sind und breiter als an der Oberflache
(Welsch 2006). Die Chondrozyten treten als langliche, gleichférmige Zellgruppen auf,
welche parallel zu den radiaren Kollagenfibrillen verlaufen (Welsch 2006). An der
Grenze zur darauffolgenden mineralisierten Knorpelschicht befindet sich die ca. 2—5 ym
breite ,tide mark®- eine kalziumreiche Schicht, unbekannter Funktion (Welsch 2006).
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4. Mineralisierter Knorpel

Diese Schicht liegt dem subchondralen Knochen auf und weist relativ wenige
Chondrozyten auf (Welsch 2006). Sie scheint eine tragende Rolle bei der
Druckubertragung zu spielen und verhindert eine Abscherung des Knorpels von der
Knochenoberflache (Welsch 2006). Die Knorpel-Knochen-Grenze ist gekennzeichnet
durch zahlreiche Verzahnungen der beiden Gewebe ineinander (Welsch 2006). Das
enchondrale Knochenwachstum der Heranwachsenden findet in dieser Zone statt
(Welsch 2006). Selbst nach Wachstumsende kann es in dieser Schicht zu Um- und

Neubildung von Knochen kommen (Welsch 2006).
1.3 Vergleichende Anatomie und Histologie zwischen Mensch und Maus
1.3.1 Kniegelenk

Die Anatomie und Histologie des Kniegelenks ist bei den meisten Saugetieren
weitestgehend analog (Chang et al. 2016) (Benninghoff et al. 2008). Es gibt fur die
vorliegende Arbeit unwesentliche Unterschiede in Bezug auf den Bandapparat zwischen
Maus und Mensch (Chang et al. 2016).

Ebenfalls sind die wichtigsten Weichteilstrukturen des Kniegelenks - darunter Synovia,
Meniskus, Gelenkkapsel, Sehnen - zwischen Mensch und Maus sehr @hnlich (Dintzis et
al. 2011).

Der Kniegelenksknorpel der Maus ist insgesamt in Relation diunner, dabei kdnnen alle
vier Schichten des fur den menschlichen erwachsenen Gelenkknorpel
charakteristischen Schichten ebenfalls unterschieden werden. Eine Tidemark ist bei

Mausen nicht erkennbar.
1.3.2 Kiefergelenk

Ahnlich wie bei dem Kniegelenk herrscht bei dem Kiefergelenk in vielen
morphologischen Aspekten eine Analogie zwischen Mensch und Maus. Nichtsdestotrotz

existieren einige Unterschiede und Variationen der anatomischen Strukturen:
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So ist die Fossa glenoidales der Maus flacher, als die des Menschen. Ebenso besitzt die
Maus keine erhabene artikulare Eminenz, wie sie beim Menschen ublich ist. Der
seitliche Pterygoidmuskel hat aul3erdem bei der Maus weniger Volumen und
entsprechend weniger Kontraktionskraft im Vergleich zum Menschen (Suzuki et al.
2016) (Hinton 2014).

Die Morphogenese des Kiefergelenks in der Maus ahnelt weitgehend der Abfolge beim
Menschen: Zunachst kommt es zu einer mesenchymalen Kondensation, die zu
Kondylen, Unterkieferfossa und Gelenkscheibe werden. AnschlieBend folgt die
Differenzierung der Chondrozyten in den tieferen Schichten des kondylaren Knorpels
und die Knochenbildung in der mandibuléren Fossa. Der Prozess endet mit der Bildung
der Gelenkscheibe und der oberen und unteren Gelenkpfanne (Shibata et al., 1996; Gu
et al., 2008). Als Unterschied ist anzumerken, dass sich die obere Gelenkhéhle bei der

Maus im Gegensatz zum Menschen zuerst bildet (Hinton 2014).

1.4 Rheumatoide Arthritis

1.4.1 Allgemeines

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA; Synonym: Chronische Polyarthritis, ,,Gelenkrheuma®)
handelt es sich um eine chronisch-entziindliche, progressiv verlaufende
Autoimmunerkrankung, die sich artikular und systemisch manifestiert (Costenbader et
al. 2008). In den Industrielandern liegt die Pravalenz bei 0,5 — 2 % der Bevolkerung
(Kalla et al. 2003) (FRIEDL 2011). 2008 erkrankten laut der Deutschen Gesellschaft flr
Rheumatologie 440.000 Menschen an der RA. Man geht von einer hoheren Dunkelziffer
aus, da sich die Diagnose der RA héaufig differentialdiagnostisch schwierig gestaltet
(FRIEDL 2011). Die Pravalenz der RA variiert geographisch (Costenbader et al. 2008)
und ist in Nordeuropa, sowie Nordamerika am weitesten verbreitet (Kalla et al. 2003). Es
wird angenommen, dass dies mit den unterschiedlichen genetischen Risiken und
Umweltbelastungen jener Regionen zusammenhéngt (Doran et al. 2002) (Kaipiainen-

Seppanen et al. 2006).

Bei der RA handelt es sich um eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung. Die genauen

Ursachen der Erkrankung sind trotz intensiver Recherchen immer noch nicht génzlich
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geklart (Hemminki et al. 2009) (Padyukov et al. 2004). Allerdings herrscht weitestgehend
Konsens daruber, dass es sich um eine autoimmune Ursache handelt, bei der
korpereigene Substanzen, wie zum Beispiel der Gelenkknorpel, von Zellen des
Immunsystems angegriffen werden (Hemminki et al. 2009) (Padyukov et al. 2004).
Dabei muss zwischen dem Ausloser der fehlerhaften Immunreaktion und weiteren
endogenen und exogenen Faktoren unterschieden werden, die diese Reaktion im
Immunsystem begtinstigen und aufrechterhalten (Hemminki et al. 2009) (Padyukov et al.
2004). Die derzeitige Evidenzlage zu diesem Thema konnte eine Beteiligung der
angeborenen und erworbenen Immunitat einschlieBlich humoraler und zellularer

Antworttypen aufzeigen.
1.4.2 Endogene und Exogene Einflussfaktoren

Der bedeutendste endogene Einflussfaktor ist eine genetische Pradisposition
(Hemminki et al. 2009) (Padyukov et al. 2004). Zwillingsstudien konnten einen
genetischen Einfluss mit dem Auftreten einer RA in Zusammenhang bringen bei
Konkordanzraten von 15 bis 30 % bei eineiigen Zwillingen und 5 % bei zweieiigen
Zwillingen. (Hemminki et al. 2009) (Padyukov et al. 2004) (Mclnnes et al. 2011). Eine
Assoziation mit bestimmten Allelen des humanen Leukozytenantigen (HLA) -DRB1-
Locus wurde bei Patienten gefunden, die den Rheumafaktor (RF) oder Antikdrper gegen

citrullinierte Proteine (ACPA) im Serum aufzeigten (Mclnnes et al. 2011).

Diese HLA-Allele kodieren fir ein gemeinsames Aminosauremotiv, welches als ,Shared
Epitope” (SE) bezeichnet wird. Die bisher bekannte Funktion dieses Moleklils ist die
Prasentation von Peptiden an CD4+ T-Zellen (Lipsky et al. 1998). Jedoch ist immer noch
unklar, durch welchen genauen Mechanismus das Molekll die Krankheitsinduktion
beeinflusst (Lipsky et al. 1998). Etwa 80-90 % aller kaukasischen RA-Patienten sind
positiv fur solche HLA-DRB1-Allele. Der Nachweis dieser Allele geht mit einem bis zu
vierfach erh6hten RA-Erkrankungsrisiko einher (Prots et al. 2006) (Tanaka et al. 1999)
(O'Dell et al. 1998) (Nepom et al. 1996) (Todd et al. 1988) (Deighton et al. 2006) (Balsa
et al. 2010).

Auf molekularbiologischer Ebene sind zusatzlich Mutationen des Transkriptionsfaktors
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FOXP3 von wichtiger Bedeutung, da diese zu einer Unterdriickung von regulatorischen
T-Zellen fuhren kénnen, wodurch wiederum die Ausbildung der RA begtnstigt wird (Tao
et al. 2017).

Ein weiterer wichtiger Faktor, der zu einer fehlerhaften Immunantwort und damit zur
Entstehung einer RA beitragt, ist das Vorhandensein von Autoantikdrpern, deren
Entdeckung die Diagnostik und Prognose der Erkrankung entscheidend beeinflusst
haben (Smolen et al. 2010). Ihre Anwesenheit (Seropositivitat) ist assoziiert mit einem
schwerwiegenderen Krankheitsverlauf und einer erh6hten Morbiditat (Honda et al. 2012)
(Van Gaalen et al. 2004) (Aletaha et al. 2015) (Gonzalez et al. 2008) (Scher et al. 2015).
Der klassische Autoantikorper ist der Rheumafaktor, welcher sich gegen den Fc-Anteil
des Immunglobulin G richtet (Sokolove et al. 2014). Die daraus resultierende
Immunkomplexbildung wird von Makrophagen gebunden, teilweise phagozytiert und
bildet somit den Auftakt fir eine Entzindungskaskade (Anquetil et al. 2015). Der RF
kommt bei ca. 70 % aller Erkrankten vor und dient als ein diagnostischer Marker fur die
Erkrankung (Sokolove et al. 2014) (Anquetil et al. 2015). Noch hohere Spezifitat und
Sensitivitat bieten die ACPA (Antikdrper gegen citrullinierte Proteine) (Zhao et al. 2008).
Citrullinierte Proteine sind physiologischerweise (u.a. in der Synovialflissigkeit der
Gelenke) vorhanden und werden von den ACPA als korperfremd erkannt (Zhao et al.
2008) (Sabharwal et al. 1982) (Anquetil et al. 2015). Die Autoaggression kann im
weiteren Verlauf durch eine Entziindungskaskade hervorgerufen werden oder als Folge
einer Aktivierung von Osteoklasten einen direkten Knochenabbau bedingen (Harre et al.
2012).

Interessanterweise kénnen zirkulierende ACPA bis zu zehn Jahre vor dem Ausbruch
einer klinisch manifesten RA diagnostiziert werden (pra-RA) (Smolen et al. 2010). lhre
Konzentration nimmt gemeinsam mit jener der Zytokine im weiteren Verlauf der RA zu
(Nielen et al. 2004).

Der wichtigste exogene Faktor ist das Rauchen, wodurch sich das RA-
Erkrankungsrisiko  verdoppelt (Ludvigsson et al. 2014). Andere mdgliche
Umweltrisikofaktoren sind Alkoholkonsum, Kaffeekonsum, Vitamin-D-Mangel, orale
Kontrazeptiva sowie ein niedriger soziobkonomischer Status, wobei die Studienlage fur

diese genannten Faktoren limitiert ist (Liao et al. 2009).
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1.4.3 Pathogenese: Auslosende Faktoren

In Bezug auf die Initiation des Krankheitsausbruches sind zunehmend verschiedene
bakterielle, sowie virale Infekte in den Fokus intensiver Untersuchungen getreten. Zu
den viralen Erregern, welche mit der RA assoziiert werden, zahlen z.B. das Epstein-
Barr-Virus, Zytomegalie-Virus und verschiede Proteus-Spezies, sowie deren
Stoffwechselprodukte (Mclnnes et al. 2011). Wahrend der Infektion konnen

Immunkomplexbildungen zu einer Induktion des RF fuhren (Mclnnes et al. 2011).

Verschiedene bakterielle Ausloser sind ebenfalls mit der Initiation der RA assoziiert. So
konnten Zusammenhange zwischen der Erkrankung und gastrointestinalen (z.B.
Proteus mirablis), sowie oralen bakteriellen Proteinen, z.B. Porphyromonas gingivalis,
nachgewiesen werden (Scher et al. 2016) (Wegner et al. 2010). Letzteres scheint in der
Lage zu sein, unter der Bildung eines bestimmten Enzyms, Proteine zu citrullinieren und
auf diese Weise bei bestehender o.g. Autoagression gegen dieselbigen die Bildung
einer RA zu unterstutzen (Maresz et al. 2013). Dies stellt eine mogliche Erklarung dar
fur die Assoziation von parodontalen Erkrankungen und dem Auftreten der RA
(Silvestre-Rangil et al. 2016) (Golz et al. 2016).

Ein moglicher Erklarungsansatz fur diese bakteriellen und viralen Assoziationen besteht
in der sogenannten molekularen Mimikry, welche die Ahnlichkeit von pathogenen
Peptidsequenzen zu kérpereigenem Gewebe beschreibt (Scher et al. 2016). Diese
Peptidsequenzen kdnnen ihrerseits zu einer Aktivierung autoreaktiver T- und B-Zellen
fuhren und schliel3lich eine Autoimmunerkrankung auslésen (Scher et al. 2016) (Wegner
et al. 2010) (Ebringer et al. 2000).

1.4.4 Inflammation

Die RA wird am besten charakterisiert als ein klinisches Syndrom, welches mehrere
Krankheitssubgruppen umfasst (Scott et al. 2010). Diese unterschiedlichen
Subgruppierungen filhren zu unterschiedlichen Entziindungskaskaden, die aber
schlief3lich alle zu einem gemeinsamen Endpfad fihren, in dem persistierende synoviale

Entzindungen und damit verbundene Schadigungen des Gelenkknorpels und des
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darunterliegenden Knochens vorliegen (Scott et al. 2010) (van der Helm-van et al. 2008)
(van Oosterhout et al. 2008).

Die klinisch charakteristische Gelenksschwellung ist bedingt durch eine Entziindung der
Synovialmembran, welche wiederum Folge einer Immunaktivierung durch eine
Leukozyteninfiltration in das normalerweise diunn besiedelte Synovialkompartiment ist
(Smolen et al. 2010). Das zellulare Infiltrat der Synovitis bei der RA umfasst sowohl
Zellen des angeborenen Immunsystems (z. B. Monozyten, dendritische Zellen,
Mastzellen und angeborene lymphatische Zellen) als auch Zellen des erworbenen
Immunsystems (z. B. T-Helfer-1 und T-Helfer-17 Zellen, B-Zellen, Plasmablasten und
Plasmazellen) (Smolen et al. 2010). Eine anschlieRende ausgepragte Gewebereaktion
im Zusammenspiel mit einem verstarkten Chondrozytenkatabolismus und synovialer

Osteoklastogenese fordert die Gelenkzerstérung (Smolen et al. 2010).

Das entzundliche Milieu der Synovia wird durch ein komplexes Netzwerk von Zytokinen
und Chemokinen aufrechterhalten (Codarri et al. 2011). Verschiedene Studien konnten
aufzeigen, dass unter diesen der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukin 6 (IL-6),
sowie der Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) eine
besondere Bedeutung innehaben (Smolen et al. 2010) (Codarri et al. 2011). Letzterer
hat sich bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen wie der multiplen Sklerose als ein

Schlusselfaktor erwiesen (Codarri et al. 2011).

Diverse Zytokine und Chemokine aktivieren Endothelzellen und locken Immunzellen an,
wodurch eine Entzindungsreaktion in Gang gebracht oder verstarkt wird (Pettit et al.
2001). Aktivierte Fibroblasten, T- und B-Zellen, sowie Monozyten und Makrophagen
leiten schlieBlich durch die Aktivierung des Receptor Activator of NF-kB (RANK)
Rezeptors die Osteoklastenbildung ein (Pettit et al. 2001) (Redlich et al. 2002).
Ausgehend von den kahlen Bereichen zwischen Knorpel, periostaler Synovialmembran
und Knochen breiten sich so Knochenerosionen aus (Martel-Pelletier et al. 2001). Das
Knorpelgewebe wird durch katabole Chondrozyteneffekte, sowie Zytokinstimulationen
erodiert und schlieBlich durch Matrix-Metallo-Proteinasen und andere Enzyme
degradiert (Martel-Pelletier et al. 2001).
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Entsprechend des systemischen Charakters der RA lassen sich bei betroffenen
Patienten neben der lokalen Gelenksinflammation ebenfalls systemisch diverse
Entzindungsmarker nachweisen. Darunter zahlen u.a. das in Bezug auf Monozyten und
CD4 T-Zellen chemotaktisch aktive RANTES, TNF-a, sowie Interleukin-1B (IL-1[B).
Letzteres scheint zudem mit der klinischen Krankheitsaktivitét zu korrelieren (Eastgate
et al. 1988) (Petrovic-Rackov et al. 2006) (Yao et al. 2006).

1.4.5 Klinik und Diagnostik

Das klinische Erscheinungsbild der RA kann interindividuell in Symptom, Lokalisation
und Auspragungsgrad sehr facettenreich und unterschiedlich sein (Ludvigsson et al.
2014). Die Klinische Heterogenitat der RA in Bezug auf Symptomatik und
Auspragungsgrad ist vermutlich der oben genannten Fille an moéglichen Effektor-
Immunmechanismen, welche ihrerseits mit einer Vielzahl von &tiopathogenen
Determinanten assoziiert sind, geschuldet (Ludvigsson et al. 2014). Patienten, die an
einer Arthritis erkrankt sind, leiden unter anhaltenden Gelenkentziindungen, die durch
Gelenkschmerzen, Steifheit und Schwellungen gekennzeichnet sind und in mehreren
Gelenken zu einer fortschreitenden Zerstdérung von Knorpel und Knochen fuihren (Sculco
1998). Bei unzureichender Behandlung kann der Entziindungsprozess eine dauerhafte
Zerstorung und Deformierung der Gelenke fordern (Sculco 1998). Systemische
Symptome wie Mudigkeit, Andmie und leichtes Fieber kénnen ebenfalls vorhanden sein
(Sculco 1998). Patienten mit schwereren Erkrankungen kdnnen auch extraartikulare
Manifestationen wie Perikarditis, Myokarditis, Vaskulitis und Lungenfibrose aufweisen
(Sculco 1998). Insgesamt ist die Krankheit mit erheblichen Behinderungen und Verlust
der Arbeitsfahigkeit verbunden (Ishikawa et al. 2014)

Die Diagnosestellung erfolgt heute in der Regel in Anlehnung an die Kriterien des
American College of Rheumatology (ACR-Kriterien) und der European League Against
Rheumatology (EULAR-Kriterien) (Villeneuve et al. 2010). Sie wurden entwickelt, um
eine mdoglichst frihzeitige Diagnose der Erkrankung zu ermdglichen und entsprechende
TherapiemalRnahmen zu ergreifen (Villeneuve et al. 2010). Die Abbildung 3 zeigt die
gultigen Kriterien und deren Wertung.
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2010 ACR-/EULAR-Klassifikationskriterien der rheumatoiden Arthritis (RA) (6)*
geschwollene/ <1 2-10 1-3 kleine 4-10 kleine mind. 11
schmerzhafte (mittel)grofles (mittel)grolRe einschl. kleiner
Gelenke Gelenke
Serologie negativ mind.1 mind. 1
RF und ACPA schwach pos. hoch pos.
akute Phase normal mind. 1 erhoht
CRP und BSG
Symptomdauer < 6 Wochen ab 6 Wochen

* Grundvoraussetzung fiir die Anwendung der Kriterien ist die Sicherung eines geschwollenen Gelenks und der Ausschluss einer anderen Ursache der Gelenkbe-
schwerden. Ab 6 Punkten gilt eine RA als gesichert (RF = Rheumafaktor; ACPA = Antikdrper gegen citrullinierte Peptide/Proteine). Der Nachweis von RA-typischen
Erosionen sichert die RA auch ohne die ibrigen Kriterien. PPV (85-97 %); ACR, American College of Rheumatologie; EULAR, European League against Rheuma-
tism; CRP, C-reaktives Protein; BSG, Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit; pos., positiv; mind., mindestens; einschl., einschlieRlich

Abb. 3: ACR/EULAR-Klassifikationskriterien der Rheumatoiden Arthritis 2010
(Schneider et al. 2013)

1.4.5.1 Histopathologische Diagnostik

Die Membrana synovialis ist in der Regel geschwollen und entzindlich infiltriert, wobei
zu Beginn die neutrophilen Granulozyten und im weiteren Verlauf die T-Lymphozyten,
Plasmazellen, Makrophagen, sowie Mastzellen dominieren (Welsch 2006). Es werden
vergroRerte und vermehrte Synoviazyten, sowie geschwollene, gefal3reiche Zotten
gefunden(Welsch 2006). Bei Letzterem handelt es sich um entzindlich ver&ndertes
Pannusgewebe, das auf dem Gelenkknorpel wachst und zu dessen Schéadigung fluhrt
(Welsch 2006). Der Entziindungsvorgang erstreckt sich vom Knorpel hinaus und befallt
ebenso Knochen, Sehnen und Muskeln der Umgebung (Welsch 2006). Der
Gelenkknorpel selbst ist ebenfalls pathologisch verandert und u.a. gekennzeichnet
durch einen Rickgang des Proteoglykangehalts, was wiederum zu Einbul3en der
Belastbarkeit des Knorpels fihrt (Welsch 2006). Die Gelenkflissigkeit ist bei der RA
infiltriert von neutrophilen Granulozyten und spater auch T-Lymphozyten sowie diversen
Immunglobulinen (z.B. RF) (Welsch 2006).

1.4.6 Therapie

Die heutige Therapie der RA basiert medikamentds primar auf Glukokortikoiden,
Disease modifying antirheumatic drugs (DMARD) und Biologika (Hettenkofer et al.
2014).
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Am haufigsten ist der Einsatz der Glukokortikoide, die vor allem aufgrund ihrer
immunsuppressiven Wirkung im akuten Stadium angewendet werden (Hettenkofer et al.
2014). Laut Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Rheumatologie (DGRH) ist initial
eine hohe Dosierung zu empfehlen, die dann schrittweise adaptiert an die auftretenden
Nebenwirkungen der Glukokortikoide zugunsten der DMARDs reduziert werden
(Schneider 2011). Zu den am haufigsten verwendeten DMARDs gehdren Methotrexat,
Azathioprin und Cyclophosphamid (Hettenkofer et al. 2014). DMARDs stellen in der
Basistherapie first-line Medikamente dar, deren Wirkung nach 2-3 Monaten ab Beginn
der Therapie eintritt (Hettenkofer et al. 2014). Ihre antientztindliche, antiproliferative und
antiangiogenetische Wirkung konnen ein Fortschreiten der Gelenkdestruktion
verhindern, sodass sie laut Leitlinie der DGRH maoglichst friihzeitig eingesetzt werden
sollen (Hettenkofer et al. 2014) (Schneider 2011).

Biologika modifizieren die Interaktion zwischen T-und B-Zellen mit proinflammatorischen
Zytokinen (TNF-a, IL-1, IL6-). Biologika wie Inflixamab, als monoklonalen Antikorper
gegen TNF-a kommen in Betracht, wenn die Basistherapie mittels DMARDs und
Glukokortikoiden nicht mehr wirksam ist (Hettenkofer et al. 2014) (Schneider 2011).

Eine chirurgische Therapie kommt in Frage, sobald konservative Malinahmen erfolglos
bleiben und die Erkrankung fortschreitet. Die operativen Mal3nahmen basieren darauf,
das erkrankte Gewebe zu entfernen und bei Bedarf den kndchernen Defekt zu
rekonstruieren, z.B. mittels Gelenkersatz oder Einlage von speziellen Gelenkimplantaten
(Hettenkofer et al. 2014).

1.5 Rheumatoide Arthritis im Kiefergelenk

Bei 67-71 % der Patienten, die an einer RA erkranken, manifestieren sich
entsprechende Symptome im Kiefergelenk (O'Connor et al. 2017). Jedoch hangt die
tatsachliche Pravalenz von der untersuchten Bevdlkerung, den diagnostischen Kriterien

und den Mitteln zur Beurteilung des Kiefergelenks ab (O'Connor et al. 2017).

Die juvenile idiopathische Arthritis (JIA) ist ebenfalls eine Gelenkerkrankung des
rheumatischen Formkreises. Sie betrifft Heranwachsende und tritt definitionsgemal’ vor

dem 16. Lebensjahr auf. Die Erkrankungsdauer betragt mindestens 6 Wochen
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(Hettenkofer et al. 2014). Die Beteiligung des Kiefergelenks ist bei der JIA héaufig, wobei
Entzindungen und osteochondrale Veranderungen mit kontrastverstarkter MRT bei
etwa 40 % der Patienten beobachtet werden kénnen (Manners et al. 2002). Die JIA mit
Kiefergelenksbeteiligung nimmt innerhalb der Zahnmedizin eine besondere Bedeutung
ein, da sich das Wachstumszentrum des Unterkiefers unterhalb der fibroknorpeligen
Gelenkoberflache des Kondylus befindet und sehr anféllig fur arthritische
Veradnderungen ist (Miller et al. 2018). Schwerwiegende Wachstumsstérungen des
Unterkiefers in allen drei Raumebenen kdnnen daher die Folge sein (Miller et al. 2018).

Die Konsequenz konnen sowohl mandibulare Retrognathie, offener Biss als auch
faziale Asymmetrien in der Transversalebene sein (siehe Abbildung 4 und 5). Allerdings
kann auch bei einer RA des Kiefergelenkes im Erwachsenalter mit progredienten

Veranderungen der selben Art zu rechnen sein.

Bei einer vorangeschrittenen arthritischen Erkrankung des Kiefergelenks umfassen die
radiographischen Merkmale entsprechende charakteristische Erosionen, Resorption,
Abflachung sowie Sklerose der Gelenkkondylen und der Fossa glenoidalis (Bag et al.
2014). Spater kénnen zudem Osteophytenbildungen im Kondylenkopf beobachtet
werden (Bag et al. 2014). Des Weiteren kann es zu einer Verkleinerung des
Gelenkspaltes, zur Bildung subchondraler Zysten und zu einem zugespitzten Kondylus
oder sogar zur vollstandigen Zerstérung des Caput mandibulae kommen (Bag et al.
2014). Haufig sind die Auffalligkeiten verbunden mit den Zeichen einer mandibularen
Unterentwicklung wie ein ausgepragtes antegonial notching oder kaum ausgebildeten
Rami mandibulae (Bag et al. 2014). Diese Veranderungen kdnnen zu einer Fehlstellung
des Kondylus beziehungsweise der gesamten Mandibula fiihren (Bag et al. 2014) (Lukat
et al. 2015).
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Abb. 4: Klinisches Beispiel eines 16 Jahre alten, mannlichen Patienten mit einer JIA aus
der Poliklinik fur Kieferorthopadie der Universitatsklinik Bonn
Fernrontgenseiten-Aufnahme (FRS), skelettal offene Schadelkonfiguration und
mandibuldres Defizit in der Sagittal- und Vertikalebene

Abb. 5: Klinisches Beispiel eines 16 Jahre alten, mannlichen Patienten mit einer JIA aus
der Poliklinik far Kieferorthopadie der Universitatsklinik Bonn (Panoramaibersichts-
Aufnahme, OPT)

Verkurzte Rami mandibulae, resorbierte, abgeflachte Kondylen, ausgepragtes
antegonial notching
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1.6 Rheumatoide Arthritis im Kniegelenk

Eine langjahrige RA manifestiert sich in knapp 90 % der Falle am Kniegelenk (Sculco
1998). Der progressive Verlauf fuhrt zu erheblichen Schmerzen und geht mit
Gelenksteifigkeit sowie ausgepragter morphologischer Deformierung sowohl der Hart-
als auch Weichgewebe einher (Sculco 1998). Entsprechend zeigen sich
Achsenabweichungen im Sinne von Valgus-Varus-Deformitaten und einem Genu

recurvatum, die zu Streckausfallen fihren kdnnen (Trum 2009).

Sowohl die entziuindliche Komponente, die zu einer ausgepragten proliferativen Synovitis
fuhren kann als auch die mechanische Destruktion des Kniegelenkes kdnnen zu einer
deutlichen Patientenmorbiditat fihren, die oftmals mittels konservativen therapeutischen
Malinahmen nicht wirksam behandelt werden kénnen (Sculco 1998). Dementsprechend
werden dann chirurgische Malinahmen, wie z.B. die arthroskopische Synovektomie oder
das Anbringen eines kunstlichen Kniegelenksersatzes, notwendig (Sculco 1998).

1.7 Das K/BxN Modell: Ein Arthritis Tiermodell

Da eine Krankheitsetablierungs- und Pathogenese bezogene Erforschung der RA am
Patienten nur begrenzt mdglich ist, wurden diverse Arthritis Tiermodelle entwickelt. Das
K/BxN Arthritis Mausmodell wurde zuféllig entdeckt und erstmals 1996 von Kouskoff et
al. aus Stral3burg vorgestellt (Kouskoff et al. 1996). Abbildung 6 zeigt schematisch die
Beziehungen der beteiligten Mauslinien.

Durch die Kreuzung von den transgenen Mausstimmen KRN und NOD entsteht eine
arthritische Generation von K/BxN Méausen (Kouskoff et al. 1996). Die erste, KRN
Mauslinie ist transgen fir einen T-Zellrezeptor, der das Peptid der bovinen
Pankreasribonuklease (RNAse) im Kontext einer |-Ak Prasentation durch das
Haupthistokompatibilitatskomplex Il (MHC 11) erkennt (Kouskoff et al. 1996). Die zweite
transgene NOD Mauslinie exprimiert ein MHC-II Molekul I-Ag7, welches zufélligerweise
auch von den transgenen T-Zell-Rezeptoren der KRN Mauslinie erkannt wird (Kouskoff
et al. 1996). Die Kreuzung dieser beiden Stamme resultiert in der K/BxN Mauslinie,
welche nun autoimmun gegeniber dem ubiquitdr vorkommenden Glucose-6-phosphat

Isomerase-Peptid (GPI) reagiert, indem sie pathogene anti-GPI Autoantikorper
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produziert (Kouskoff et al. 1996). Das Serum dieser Mause verursacht eine ahnliche
Arthritis in einem breiten Spektrum von Mausstdmmen — in diesem Fall in naiven
Wildtypméausen (Kouskoff et al. 1996). Dieses Modell ist geeignet fur die Untersuchung
der Entwicklung der Autoimmunitat und insbesondere der Mechanismen, durch die Anti-
GPI-Autoantikdrper eine gelenkspezifische Entziindung auslosen (Serumtransfermodell)
(Ditzel 2004) (Monach et al. 2007).

Fiur das K/BxN Modell sind die transgenen T-Zellrezeptoren und das MHC-II Molekul |-
Ag7 von entscheidender Bedeutung (Kouskoff et al. 1996). Damit einher geht die
Schlusselrolle der CD4+ T-Lymphozyten (Kouskoff et al. 1996). Weitere Experimente
konnten aulRerdem die Voraussetzung vom Vorhandensein reifer B-Zellkompartimente
fur die Entstehung einer Arthritis im K/BxN Modell aufzeigen (Ditzel 2004). Durch deren
Blockade durch eine uMTo Mutation wird ein Arthritisausbruch in K/BxN Mausen
verhindert (Kouskoff et al. 1996).
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Cox

NOD non-obese diabetic KRN-C57/BL6
T-Zell Rezeptor Nullmutation Transgener T-Zell Rezeptor, welcher bovine
MHC II: H28/ (K9, A8/, Enu, DP) Rnase Peptide (42-56) erkennt

%
K/BxN

Transgener T-Zell Rezeptor, welcher Glukose-6-
Phosphat-Isomerase (GPI) Peptide (282-295) erkennt

2// 1-2 Tagenach Serumtransfer

Abb. 6: K/BXxXN Mausmodell

Serum von arthritischen K/BxN-Mausen, die durch Kreuzung von NOD- und KRN-
Mausen generiert wurden, diente zur Induktion einer experimentellen Arthritis. Wildtyp
BALB/c Tiere erhielten im Alter von 20 Wochen 100 pl arthritogenes K/BxN Serum. 1-2
Tage nach dem Serumtransfer entwickelten die BALB/c-Méause selbst eine Arthritis mit
entsprechenden klinischen Anzeichen einer Entziindung.

Balb/c Wildtyp

1.8 Fragestellung und Hypothese

Da die derzeitig gangigen Praventions- und Behandlungsmethoden die
Gelenksdestruktion nicht rickgadngig machen kdnnen und dariber hinaus mit moglichen
schwerwiegenden Nebenwirkungen wie Leberschaden, Lungeninfektionen oder
Diabetes verbunden sind, ist es wichtig, die Pathogenese, sowie mdgliche protektive
Faktoren der RA noch genauer zu verstehen, um eine frihzeitige Diagnose und
effektivere Therapien zu ermdglichen (Ricks et al. 2013) (Ditzel 2004). Wahrend

Humanstudien nur den Krankheitsverlauf beschreiben kdnnen, ist an Tiermodellen eine
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genaue Untersuchung der Ursache-Wirkungs-Beziehungen maglich (Ricks et al. 2013)
(Sherlock et al. 2012).

Trotz des Erfolges des K/BxN Modelles ist uns keine Studie bekannt, welche die
arthritischen  Prozesse im Kiefergelenk untersucht und mit denen der

Extremitatengelenke mit Hilfe dieses Tiermodells miteinander verglichen hat.

Unsere Nullhypothese besagt, dass es keinen Unterschied in Art und Auspragungsgrad
der durch das K/BxN Modell induzierten arthritischen Verdnderungen der

Extremitatengelenke im Vergleich zu den Kiefergelenken gibt.

Ziel dieser Studie war es, einerseits die histomorphologischen, immunhistochemischen
und radiologischen Veranderungen des Kiefergelenks bei arthritischen Mausen mit Hilfe
des K/BxN-Modells aufzuklaren und andererseits diese Ergebnisse mit den Befunden
(klinisch, histologisch, immunhistochemisch) der  Erkrankung an den

Extremitatengelenken zu vergleichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Reagenzien

Eisenhamatoxilin nach Weigert 10 ml Eisenhamatoxilin A

5 ml Eisenhamatoxilin B

Pepsin, 0,4 % 0,02 g Pepsin
5ml 0,01 N HCI
Ponceau-Saurefuchsinlésung 0,5 Azophloxin

100 ml Aqua dest.

0,2 ml Eisessig mischen und filtrieren
TBS-Puffer: 9,0 g NaCl

6,0 g Tris

in 1000 ml Aqua dest. geldst
TBS/BSA-Puffer 10 ml TBS-Puffer

(1 %- bzw. 4 %-ig) 0,1 g bzw. 0,4 g Serumalbumin vom Rind
0,1 bzw. 0,4 g Serumalbumin Rind



2.2 Verwendete Chemikalien

3,3 Diaminobenzidin (DAB)
Alkohole (70 %-100 %)
Aqua dest.

Aquatex

Azophloxin

Depex
Diathylbarbitursaure
Dimethylformamid

EDTA

Eosinlésung, 1 %-ig, wassrig
Formaldehydlosung 4 %
Hamatoxilin n. Meyer
Eisen-IlI-Chlorid

Eisessig

Eosin gelblich
Formaldehydlsg., 4 %-ig
Formol, 40 %-ig

Lichtgrin

Mayer’s saures Hamalaun
Methanol
Molybdatophosphorsaure
Na-Azetat
Naphtol-AS-Biphosphat
Natriumacetat
Natriumnitrit

Natriumnitrit- Lsg., 4 %- ig
Orange G

Paraffin Histo-Comp

Pararosanilin-HCI-Lsg., 4 %-ig
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Pierce, Rockford, Irland
Merck, Darmstadt, DE
Diaprax, Wesel, DE
Merck, Darmstadt, DE
Waldeck, Munster, DE
Serra, Heidelberg, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Taufkirchen, DE
Calbiochem, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
AppliChem,Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Taufkirchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Waldeck, Minster, DE
Vogel, Giel3en, DE
Merck, Darmstadt, DE



Pepsin

Perjodsaure 0,5 %-ig
Ponceau S

Salzsaure 2 mol/l
Saurefuchsin

TrisHCI Puffer

Weinsaure
Wasserstoffperoxid, 30 %-ig
Xylol

Xylolersatz XEM 2000

2.3 Verwendete Gerate und Materialien

Analysewaage

D Superfrost Plus Objekttrager
Deckglaser

Einbettautomat V.I.P 2000/3000
Elisa Platten

ELISA Reader SpectraMAX 190
Glaskuvetten

Lichtmikroskop Axioskop 2
Mikroskopkamera Axiocam
Mimics Software Version 18.0
NRecon Software 1.51
Paraffinausgief3station Tissue-Tek TEC
Pipetten

Pipettenspitzen
Rotationsmikrotom HM 355S
Warmeplatte

Warmeschrank

MCT-Scanner 1174 der Marke SkyScan
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Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Taufkirchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Vogel, GielRen, DE

Sartorius, Géttingen, DE
Menzel-Glaser, Braunschweig, DE
Engelbrecht, Edermunde, DE
Vogel, Giel3en, DE

Greiner Bio-One, Osterreich
Molecular Devices, Sunnyvale,USA
Roth, Karlsruhe, DE

Zeiss, Jena, DE

Zeiss, Jena, DE

Materialise, Leuven, Belgien
Bruker, Kontich, Belgien

Sakura, Heppenheim, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Microm International, Walldorf, DE
Medax Nagel, Kiel, DE

Memmert, Schwabach, DE

Bruker, Kontich, Belgien
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2.4 Ubersicht der verwendeten Priméarantikorper

Antikorper fur Art Verdinnung
VEGF sc152 Polyklonal rabbit A-20 1:50
IL-17 sc7927 Polyklonal rabbit H-132 1:50
OPG sc8468 Polyklonal rabbit N20 1:50

Alle Antikdrper wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

erworben.

2.5 Ubersicht der verwendeten ELISA Kits

RANTES “Mouse CCL5/RANTES Duo Set” RnD Systems, Minneapolis, USA

TNF-a “Mouse TNF-a uncoated ELISA Kit*  Invitrogen by Thermo Fisher Carlsbad,
USA

2.6 Ubersicht des zeitlichen Verlaufs der Versuche

Zeitlicher Ablauf der Versuche

Versuchstiere: n= 18 Alter 8-10 Wochen Kontrolltiere: n = 12 Alter 8-10 Wochen
Serumtransfer = Tag 0
Tag 0123456789‘101112‘131415\306090120

Versuchstiere n = 8
Kontrolltiere n = 6

Messung der
Fortbewegung

Messung der
Gelenkschwellung
(Extremitaten)

Versuchstiere n = 8
Kontrolltiere n = 6

Micro-CT Messung Versuchstiere n = 10
(Kiefergelenke) Kontrolltiere n = 6

Histologie
(Extremitaten- und
Kiefergelenke)

Immunhistochemie
(Extremitaten- und
Kiefergelenke)

Abb.7: Ubersicht des zeitlichen Verlaufs der Versuche mit entsprechenden
Versuchstierzahlen
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2.7 Mausmodell:

Die Tierversuche wurden vom Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz,
Kdln, Deutschland, (AZ 84-02.04.2014.A287) genehmigt und gemald der EU-Richtlinie
2010/63/UE durchgefuhrt. Die experimentelle Arthritis wurde mit der obigen Methode
von Kouskoff et al. induziert. Zusammengefasst, wird das Serum von arthritischen
K/BxN-Mausen, das durch Kreuzen des Stammes fir NOD und KRN erzeugt wurde,
durch faziale vendse Blutentnahme gewonnen. Alle NOD-, KRN- und K/BxN-Mause
wurden unter pathogenfreien Bedingungen in individuell belufteten Kafigen in der
Tierhaltung der Hochschule Bonn-Rhein-Sieg mit 12 Std. Hell-Dunkel-Zyklus, Wasser
und Futter ad libitum gezilchtet und untergebracht. Experimente wurden am Institut fir
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie (IMMIP),
Universitatsklinikum Bonn, durchgefthrt und Versuchstiere in der Tierklinik des IMMIP,
Universitatsklinikum Bonn, in individuell belufteten Kafigen in einem 12 Std. Dunkel-
ILichtzyklus mit Zugang zu Nahrung und Wasser ad libitum gehalten. Wildtyp BALB/c-
Méause (n=18) erhielten im Alter von 20 Wochen 100 pl das arthritogene K/BxN-Serum
durch intraperitoneale Injektion. Eine zweite Gruppe ohne Seruminjektion diente als

Kontrollgruppe (n=12). Der Tag der Seruminjektion wird als Tag 0 bezeichnet.
2.8 Messungen der Gelenksschwellung

Zur  Beurteilung der Sprung- und  Kniegelenksschwellung  wurde  der
Knocheldurchmesser der Versuchstiere (n=18), sowie der Kontrolltiere (n=12) aller vier
Extremitaten mit einem Mikrometer gemessen (Hahn + Kolb, Modell-Nr. 33185). Die
Hinterpfote wurde vom lateralen bis zum medialen Kndchel gemessen. Der palmar-
dorsale Durchmesser wurde fur die Vorderpfote bestimmt. Die Werte wurden mit denen

vor der Arthritisinduktion und der Kontrollgruppe verglichen.

2.9 Messungen der Fortbewegung

Die Beurteilung der horizontalen Fortbewegung wurde nach der Methode von
Frommholz et al. bewertet (Frommholz et al. 2012). Die Versuchstiere (n=18) und die
Kontrolltiere (n=12) durchliefen eine Anpassungsphase von 5 Minuten und wurden dann

fur 10 Minuten aufgenommen. Die eigentliche Bewegungsverfolgung erfolgte mit
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SwissTrack (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Schweiz). Wieder wurden

diese Werte mit denen vor der Arthritisinduktion und der Kontrollgruppe verglichen.
2.10 Praparation

Nach erfolgter Athernarkose wurden 10 Versuchstiere, sowie 6 Kontrolltiere durch
zervikale Dislokation getOtet. Die studienrelevanten Kopfe und unteren Extremitéaten
wurden vom Rest des Korpers abgetrennt und in 4 %-iger gepufferter Formalinldsung
fixiert. AnschlieBend wurden die Schadel medial-sagittal halbiert und die kndchernen
Strukturen distal und proximal zum Kniegelenk beziehungsweise Sprunggelenk so weit

wie moglich entfernt.
2.11 Fixierung

Die praparierten Gelenke (Knie-, Sprunggelenke, Kiefergelenke) wurden in 4 %
phosphatgepuffertem Formaldehyd fir 24 bis 48 Std. fixiert.

2.12 Mikro-Computertomographie (uCT)

Da eine Schwellung im Kiefergelenk nicht beobachtet werden konnte, erfolgte die
Analyse dieser Gelenke im Hinblick auf Morphologie und Anzeichen von
Knochenzerstérungen mit Hilfe der uCT-Bildgebung (am 8. Tag gemessen). An diesem
Tag wurden die maximalen Anzeichen einer Kklinischen Entzindung in den
Extremitatengelenken beobachtet. Die Praparate (Versuchstiere n=10 Kontrolltiere n=6)
wurden mit dem pCT-Scanner 1174 der Marke SkyScan gerontgt. Dieser Scanner
wurde zur dreidimensionalen Untersuchung von unterschiedlichsten Materialien
(Knochen, Kunststoff, Metall, Gestein usw.) entwickelt. Durch die Mdoglichkeit, die
PixelgroRe bis auf 6 um zu verfeinern, kdnnen Objekte sehr detailgenau rekonstruiert
werden. Das volumetrische Rekonstruktionsprogramm NRecon (NRecon, Version 1.51,
Skyscan, Kontich, Belgien) erstellte dann die virtuellen Schnitte der Probe, die dann in
das DICOM-Format (Digital Imaging and Communications in Medicine) umgewandelt
wurden. Die Daten im DICOM-Format wurden dann in die medizinische
Bildverarbeitungssoftware Mimics (Version 18.0, Materialise, Leuven, Belgien)

importiert. Der Mausschadel wurde halbautomatisch mit Hilfe eines globalen
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Schwellwertalgorithmus abgegrenzt. Nach der Bestimmung der interessierenden Region
wurden die Kondylen in ihrer dreidimensionalen Morphologie untersucht und mit der

Kontrollgruppe verglichen (siehe Abbildung 8).

Rohdaten Knochenschwellenwert

@

3-D Berechnung Bereich von Interesse

©

.

@ e
- .\ W
N

Abb. 8: Workflow zur dreidimensionalen Rekonstruktion der Kiefergelenke

2.13 Histologie

Histologische Untersuchungen wurden an 10 Versuchstieren, sowie 6 Kontrolltieren am
8. Tag nach Arthritisinduktion durchgefiihrt, da hier das Maximum der klinischen

Entziindung nachweisbar war.

2.13.1 Entkalkung

Das Gewebe wurde in 10 % Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) fur 12 Wochen

entkalkt, wobei die Entkalkungslésung wdchentlich gewechselt wurde, bis eine Tribung
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der FlUssigkeit ausblieb. Im Anschluss erfolgte die Wasserung der Praparate fir 6

Stunden.

2.13.2 Dehydrierung und Einbettung

Im Gewebeentwasserungs- und Einbettautomaten Tissue-Tek V.I.P. 2000/3000 der
Marke Vogel (Giel3en) erfolgte die Dehydrierung und Einbettung in aufeinander
folgenden Schritten. Nach einer zweistiindigen Wasserung wurden die Préparate unter
Verwendung der unten aufgefihrten aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und

schlief3lich paraffiniert:

1. 70 %-iger Alkohol 40°C 1 Std.
2. 70 %-iger Alkohol 40°C 1 Std.
3. 80 %-iger Alkohol 40°C 1 Std.
4. 96 %-iger Alkohol 40°C 1 Std.
5. 96 %-iger Alkohol 40°C 1 Std.
6. 100 %-iger Alkohol 40°C 75 Min.
7. 100 %-iger Alkohol 40°C 75 Min.
8. 100 %-iger Alkohol 40°C 75 Min.
9. Xylol 40°C 1 Std.
10. Xylol 40°C 75 Min.
11.Paraffin 60°C 1 Std.
12. Paraffin 60°C 1 Std.
13. Paraffin 60°C 1 Std.
14.Paraffin 60°C 1 Std.

Nach der Platzierung der Praparate mit der sagittalen Schnittebene nach oben in
speziellen Kunststoffkiivetten erfolgte die Einbettung mit Hilfe der Paraffinausgief3station
Tissue-Tek TEC der Firma Sakura, Heppenheim.

2.13.3 Schnittanfertigung

Am Rotationsmikrotom HM 355 S Microm International der Firma Thermo Fisher

Scientific (Walldorf, Deutschland) wurden die zuvor gekihlten Praparate in 3 um dicke
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Schnitte geschnitten und auf einzelnen Objekttragern in der Ausfiihrung Superfrost Plus
der Firma Merzel, Braunschweig platziert. Nach Trocknung auf einer 42°C warmen
Warmeplatte fur 10 Minuten wurden die Schnitte im Anschluss fur weitere 24 Stunden
bei 37°C im Warmeschrank gelagert.

2.13.4 Entparaffinierung

Im Zuge der Vorbereitung fir die Ubersichts- und immunhistochemischen Farbungen
wurden die Schnittpraparate manuell anhand der unten aufgefihrten Beschreibung

entparaffiniert:

1. Xylolersatz 10 Min.
2. Xylolersatz 10 Min.
3. 100 %-iger Alkohol 5 Min.
4. 100 %-iger Alkohol 5 Min.
5. 96 %-iger Alkohol 5 Min.
6. 70 %-iger Alkohol 5 Min.
7. Agua dest. 10 Min.

2.13.5 Ubersichtsfarbung: Hamatoxylin-Eosin-(HE)

Nach der oben genannten Entparaffinierung erfolgten 5 Ubersichtsfarbungen pro Probe

(n=10 Versuchstiere; n=6 Kontrolltiere) in Hamatoxylin-Eosin manuell unter folgendem

Protokoll:

1. Mayers Hamalaunlésung 30 Sek.
2. Spdulen unter flieBendem Leitungswasser 4 Min.
3. Eosinlésung 2 Min.
4. Schwenken in Aqua dest. 5 Min.
5. 70 %-iger Alkohol 1 Min.
6. 96 %-iger Alkohol 1 Min.
7. 100 %-iger Alkohol 2 Min.
8. 100 %-iger Alkohol 2 Min.
9. Xylolersatz 2 Min.
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10. Xylolersatz 2 Min.
11.Eindecken mit DePex

2.14 Immunhistochemie

Zum spezifischen Nachweis verschiedener inflammatorischer Signalmolekile wurden
immunhistochemische Farbungen fir VEGF (Vascular endothelial growth factor), IL
(Interleukin) -17, sowie OPG (Osteoprotegerin) an Praparaten von 10 Versuchstieren,

sowie von 6 Kontrolltieren durchgefuhrt.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurde wie oben beschrieben die
Entparaffinierung an 5 Abschnitten pro Probe durchgefihrt und nach folgender

Arbeitsweise fur die einzelnen Antikérper durchgefiihrt:

2.14.1 Protokoll der immunhistochemischen Farbungen

1. Blockieren der endogene Peroxidase 20 Min. im dunkeln
70mIMethanol/700 pl 30 %-ige H,O,-Lésung
(Merck, Darmstadt, DE)

2. Rehydratation und Spilen in 10 Min.
tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS)
3. Vorverdauung in 0,4 % Pepsin 20 Min. bei 37°C
4. Spulenin TBS 10 Min.
5. Vorinkubation in 4 % TBS/BSA (Rinderserumalbumin) 1 Std.
6. Inkubation des Priméarantikorpers (VEGF/IL-17/OPG)  Uber Nacht bei 4°C
in 1:50 Verdinnung mit 1 %-igem TBS/BSA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
7. Spulenin TBS 10 Min.
8. Inkubation mit dem Sekundarantikdrper 30 Min.
Dako EnVision anti rabbit, HRP konjugiert
(DAKO, Glostrup, Danemark)
9. Spulenin TBS 10 Min.
10.Farbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) 1:30 5-8 Min.

11.Spulenin TBS 10 Min.
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12.Gegenfarbung mit Mayers saurem Hamalaun 1 Sek.
13.Blauen unter fliellendem Wasser 4 Min.

14.Dehydrierung

14.1. 70 %-iger Alkohol 2 Min.
14.2. 96 %-iger Alkohol 2 Min.
14.3. 100 %-iger Alkohol 2 Min.
14.4. 100 %-iger Alkohol 2 Min.
14.5. Xylolersatz 2 Min.
14.6. Xylolersatz 2 Min.

15.Eindecken mit DePex

Zur Verifizierung der verwendeten Marker wurden die immunhistochemischen
Farbungen jeweils durch Positiv- und Negativkontrollen getestet.

Fur die Positivkontrollen wurden Schnitte von vorherigen altersentsprechenden Kontroll-
Wildtypméausen, mit bekannten positiven immunhistochemische Reaktionen beim

Einsatz der Primarantikbrper verwendet.

Fur die Negativkontrollen zur Bestimmung der Spezifitat der Immunreaktion wurde der

Primarantikdrpers durch eine nicht reagierende Substanz (TBS/BSA) ersetzt.
2.15 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Zur Bestimmung der systemischen Zytokinkonzentrationen von TNF-a und RANTES
wurden Serumproben mittels ELISA untersucht. Die Serumgewinnung erfolgte an den
Tagen 3 bis 8 nach Serumtransfer durch faziale vendse Blutentnahme an arthritischen
Mausen (n=3), sowie an Kontrollmausen (n=3). Die Farbintensitdt wurde anschlie3end
photometrisch anhand eines ELISA-Readers ermittelt, wobei die Starke der Farbreaktion

mit der Konzentration des untersuchten Zytokins korrelierte.
2.15.1 ELISA Protokoll

1. Beschichtung der ELISA-Platten mit dem priméren 2 Min.
Antikoérper und Verdiinnung in PBS
2. Inkubation uber Nacht bei 4°c
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3. Waschen der ELISA Platten mit (400 uL) Waschpuffer
(PBS/0,05 % Tween20, Sigma-Aldrich)
4. Blockieren der ELISA Platten durch Zugabe von 300 pL 1 Std. bei RT
Reagenz Diluent
5. 100 pl Probe in Reagenzverdunnungsmittel verdiinnen 2 Std. bei RT
und inkubieren
6. Waschen der ELISA Platten mit (400 yL) Waschpuffer
(PBS/0,05 % TweenZ20, Sigma-Aldrich)
7. Applikation des Detektionsantikdrpers und Inkubation 2 Std RT
8. Waschen der ELISA Platten mit (400 uL)
Waschpuffer (PBS/0,05 % Tween20, Sigma-Aldrich)
9. Applikation des Meerrettichperoxids (HRP) Streptavidin 20 Min. bei RT
10.Waschen der ELISA Platten mit (400 yL) Waschpuffer
(PBS/0,05 % Tween20, Sigma-Aldrich)
11. Applikation des Substrats Tetramethylenbenzidin (TMB) 20Min. bei RT
12.Zugabe der Stopp Solution und sofortige Messung der
optischen Dichte bei 45 nm mit dem ELISA Reader SpectraMAX 190

2.16 Auswertung und fotografische Dokumentation

Die Gelenkmorphologie wurde an den Ubersichtsfarbungen (Versuchspraparate n=10
Kontrollpréaparate n=6; 5 Abschnitte pro Probe) im Durchlichtmikroskop Axiokop 2 der
Firma Zeiss (Jena) auf Odeme und Entziindungszeichen wie Synovialzellhyperplasie
und Zellinfiltration untersucht. Auch die histologische Schichtung des Gewebes wurde
auf Anzeichen einer Knorpelzerstérung oder Knochenerosion untersucht. Die Analysen
der Immunreaktionen erfolgten anhand eines semiquantitaven Scores nach folgender

Einteilung:

Tab. 1: Semiquantitativer Score zur Analyse der Immunreaktion

- Keine Reaktion
+- Schwache Reaktion
+ Mittelstarke Reaktion
++ Starke Reaktion
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Die fotografische Dokumentation erfolgte mit der AxioCam MRc Kamera, sowie der

AxioVision Rel. 4.5" Software, jeweils von der Firma Zeiss (Jena).
Fur die Auswertung wurden funf reprasentative Praparate pro Gruppe herangezogen.
2.17 Statistische Auswertung

Mit Hilfe des Mann-Whitney U-Test wurden Unterschiede zwischen zwei ungepaarten
Gruppen mit nicht-parametrischer Verteilung auf statistische Signifikanz getestet.
Mittelwerte und Standardfehler der Mittel wurden fur Pfotenschwellung und
Bewegungsaktivitat ermittelt. Ausrei3er wurden mit der ROUT-Methode identifiziert. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 gesetzt. Alle statistischen Analysen wurden mit
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California USA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Gelenkschwellung

Im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum Zeitpunkt vor der Arthritisinduktion nahm die
Gelenkschwellung bis zum vierten Tag stetig zu und fiel ab dem achten Tag wieder ab.
Der beobachtete Unterschied erwies sich als statistisch signifikant vom zweiten (p = <
0,05) bis zum neunten Tag nach dem Serumtransfer (p = < 0,0001; siehe Abb. 9 und

10). Die maximale Schwellung wurde an den Tagen 4-8 beobachtet.

E Vorderlaufe
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Abb. 9: Knoécheldicke der Vorderlaufe der Arthritis-induzierten BALB/c-Mause (n=18
bzw. 8) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=12 bzw. 6)

Der Durchmesser jeder Pfote wurde mit einem Calipermeter gemessen und die Grol3e
des Gelenks vor der Arthritisinduktion wurde ebenfalls von diesen Werten fur jede Maus
abgezogen. BALB/c-Mause ohne (o) und mit (m) Arthritis-induziert. Die statistische
Signifikanz wird durch Sterne (ns = nicht signifikant, * fur p < 0,05, ** fur p < .01, *** fur p
< 0,001, **** fir p < 0,0001) angegeben. Die Werte werden mit SEM als Mittelwert
angegeben.
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Abb. 10: Kndcheldicke der Hinterlaufe der Arthritis-induzierten BALB/c-Mause (n=18
bzw. 8) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=12 bzw. 6)

Der Durchmesser jeder Pfote wurde mit einem Calipermeter gemessen und die GrolRe
des Gelenks vor der Arthritisinduktion wurde ebenfalls von diesen Werten fir jede Maus
abgezogen. BALB/c-Méause ohne (e) und mit (m)Arthritis-induziert. Die statistische
Signifikanz wird durch Sterne (ns = nicht signifikant, * fur p < 0,05, ** fir p < .01, *** fur p
< 0,001, **** fur p < 0,0001) angegeben. Die Werte werden mit SEM als Mittelwert
angegeben.

3.2 Fortbewegung

Die Analyse der horizontalen Bewegungsaktivitat von Arthritis-induziert BALB/c-Mausen
ergab einen signifikanten Rickgang im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur
Bewegungsaktivitat vor dem Serumtransfer nach 2 (p = < 0,01) und nach 4 Tagen (p =<

0,05; siehe Abb. 11). Die geringste Fortbewegungsaktivitdt wurde am Tag 3 beobachtet.
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Abb. 11: Bewegungsaktivitat der Arthritis-induzierten BALB/c-Mause (n=18 bzw. 8) im

Vergleich zur Kontrollgruppe (n=12 bzw. 6) tUber einen Zeitraum von 15 Tagen

BALB/c-Mause ohne (A) und (e) Arthritis-Induktion. Die statistische Signifikanz wird
durch Sterne angezeigt (ns = nicht signifikant, * fir p < 0,05, ** fir p < 0,01).
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3.3 Mikro-CT (uCT)

Die Analyse der Kiefergelenkmorphologie mittels pCT ergab, dass weder im
Kiefergelenk der arthritischen Gruppe noch bei den Kontrollen Hinweise auf
Knochenabbau wie Abflachung, Erosionen, Osteophyten oder Sklerose des kortikalen
Knochens vorhanden waren. Abbildung 12 zeigt ein typisches Bild der vorgefundenen
physiologisch konvexen Kondylenform mit regelrecht glatter Knochenoberflache in
beiden  Versuchsgruppen. Es sind keine erkennbare Einbriiche oder

Unregelmaligkeiten in der Struktur des Knochens zu erkennenen.
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Abb. 12: Representative 3D-uCT-Aufnahme des Unterkieferkondylus.

Physiologische Gelenkmorphologie; Keine Hinweise auf Knochendestruktion wie
Abflachung, Erosionen, Osteophyten oder Sklerose.

Blau: Kontrolle Rot: Kiefergelenk nach Arthritisinduktion
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3.4 Histologie

Die histologischen Auswertungen der Extremitatengelenke in der Kontrollgruppe zeigten
eine physiologische Struktur in Schichtung und Morphologie (siehe Abbildung 13a). Die
arthritischen  Praparate der Extremitatengelenke zeigten hingegen deutliche
Entzindungszeichen mit Verlust der physiologischen histologischen Schichtung,
ausgedehnten subchondralen Osteolysen, sowie Degeneration von Knorpelgewebe.
Ebenso nachweisbar ist eine Zunahme von Immunzellen und eine zusatzliche
Vaskularisation. Eine Entzindungsreaktion war aufRerdem im umliegenden
Muskelgewebe erkennbar. Gelegentlich war der Gelenkspalt kaum sichtbar (siehe
Abbildung 13b).

Im Gegensatz dazu ergab die Untersuchung des Kiefergelenks keine Hinweise auf
entzundliche Prozesse, weder bei den Kontrollmdusen noch bei den arthritischen
Mausen. Die charakteristische histologische Schichtung (oberflachliche, fibrose
Bindegewebszone, Proliferationszone, Faserknorpelzone, enchondrale

Ossifikationszone) war in beiden Gruppen nachweisbar (siehe Abbildung 14).

3.5 Immunhistochemie

Tabelle 2 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen
Auswertung. Die Immunhistochemie der Extremitatengelenke zeigte eine starke
Expression (++) von VEGF bei den arthritischen Tieren als Zeichen einer erhohten
Vaskularisation. (siehe Abbildung 15). Im Vergleich dazu war keine (-) VEGF-
Anreicherung in den Praparaten der Kontrollgruppe detektierbar. Zuséatzlich wurde in
den Praparaten der arthritischen Mause eine erhohte Expression (++) des
Entzindungsmarkers IL-17 beobachtet im Vergleich zur Kontrollgruppe (+-) (siehe
Abbildung 16).

Fur das OPG fanden wir in den Praparaten der arthritischen Gruppe eine verminderte
Expression (+-) von OPG, die vor allem bei hypertrophen Chondrozyten auftrat. Im
Vergleich dazu zeigte sich eine physiologische Expression von OPG in den

Kontrollpraparaten der Extremitaten (+) (siehe Abbildung 17).
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Abb. 13: RepresentatNe hlstologlsche Schnltfe des Knlegelenks (10x)‘ 'H&E -Féarbung
1: Femur 2: Gelenkspalt 3: Tibia

A: Gesundes Kniegelenk (Kontrolle)
B: Kniegelenk nach Arthritisinduktion am Tag 8. Fortgeschrittener Entziindungsprozess;

Kaum sichtbarer Gelenkspalt, subchondrale massive Osteolyse (Pfeile), degenerativer
Knorpel; Entziindungsreaktion im umgebenden Muskelgewebe.
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Abb. 14: Representative histologische Schnitte des Kiefergelenks (10x). H&E-Farbung
1: Fossa mandibularis 2: Diskus articularis 3: Caput mandibulae

A: Gesundes Kiefergelenk mit charakteristischer Schichtung
B: Kiefergelenk nach Arthritisinduktion; physiologische Schichtung, kein
Entzindungsprozess nachweisbar
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Abb. 15: Representative histologische Schnitte des Kniegelenks (20x).
Immunhistochemische Farbung mittels Antikdrper gegen den Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)

1: Femur 2: Gelenkspalt 3: Tibia

A: Gesundes Kniegelenk (Kontrolle)

B: Kniegelenk nach Arthritisinduktion; Ubiquitare Anhaufung von VEGF (Pfeile) als
Hinweis auf eine Entziindung mit erhdéhter Vaskularisation
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Abb. 16: Representative histologische Schnitte des Kniegelenks (20x).

Immunhistochemische Farbung mittels Antikdrper gegen Interleukin-17 (IL-17)
1: Femur 2: Gelenkspalt 3: Tibia

A: Gesundes Kniegelenk (Kontrolle)
B: Kniegelenk nach Arthritisinduktion; erhéhte Akkumulation von IL-17 (Pfeile)
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Immunhistochemische Farbung mittels Antikbrper gegen Osteoprotegerin (OPG)

1: Femur 2: Gelenkspalt 3: Tibia

A: Gesundes Kniegelenk (Kontrolle) Ubiquitares Auftreten von OPG (Pfeile) in der
Knorpelschicht und dem subchondralen Knochen

B: Kniegelenk nach Arthritisinduktion; Verminderte Anhaufung von OPG, vorrangig in
hypertrophen Chondrozyten (Pfeile)
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Fur das Kiefergelenk konnten wir keine Unterschiede zwischen den Konzentrationen der
gleichen Marker im Vergleich zu den Kontrollen feststellen. Die Anreicherung der
unterschiedlichen Antikorper zeigte keine Verdnderung zwischen der Arthritischen
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 2).

Tab. 2: Immunreaktionen der Knie- und Kiefergelenke im Vergleich zwischen der
Arthritischen Gruppe (n=10) und der Kontrollgruppe (n=6)

VEGF | IL-17 | OPG
Kniegelenk Arthritis n=10 ++ ++ +-
Kniegelenk Kontrolle n=6 - + +
Kiefergelenk Arthritis n=10 - +- +
Kiefergelenk Kontrolle n=6 - +- +

3.6 ELISA Daten

Die Serum Zytokinkonzentrationsmessungen mittels ELISA konnten eine eindeutige
systemische Inflammation bei den arthritischen Mausen nachweisen. So betrug die
TNF-a Konzentration in dieser Gruppe durchschnittlich 20 pg/ml (siehe Abb. 18). Des
Weiteren betrug an Tag 3 die RANTES Konzentration in den erkrankten Mausen 38
pg/ml und an Tag 8 35 pg/ml (siehe Abb.19). Im Gegensatz dazu konnte in den

Kontrolltieren systemisch weder TNF-a noch RANTES nachgewiesen.
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Abb. 18: Serum TNF-a Konzentrationen bei Arthritis-induzierten BALB/c-Méausen (®
n=3) im Vergleich zu naiven BALB/c-Mausen (A n=3) gemessen an Tag 3
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Abb. 19: Serum RANTES Konzentrationen bei Arthritis-induzierten BALB/c-Méausen
(n=3) im Vergleich zu naiven BALB/c-Mausen (e n=3) gemessen an Tag 3 (®) und 8 (A)
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4. Diskussion

Die RA ist eine der haufigsten Erkrankungen des Kiefergelenks (Ricks et al. 2013) (Rice
et al. 2017). Der durch den chronischen Entziindungsprozess verursachte
fortschreitende Abbau fuhrt zu einem Struktur- und Funktionsverlust des Kiefergelenks
und geht mit einer schwerwiegenden Patientenmorbiditéat einher (Brand 2005) (Kouskoff
et al. 1997). Trotz der groRen Anstrengungen, die Atiologie und Pathogenese dieser
Erkrankung zu verstehen, ist die genaue Entwicklung noch immer nicht ganzlich geklart,
was wiederum die Friherkennung, Pravention und Prognose erschwert (Heinegard et al.
2011). Insbesondere der Krankheitsausbruch, sowie die Etablierung sind zum jetzigen
Zeitpunkt kaum am Menschen zu untersuchen, gleichwohl sie fur zukunftige praventive
Therapeutika mdoglicherweise entscheidend sind (Hettenkofer et al. 2014) (Asquith,
Miller, Mclnnes, et al. 2009). Untersuchungen am Menschen konnen bei der
Identifizierung gewisser atiologischer Faktoren, sowie des Krankheitsverlaufs behilflich
sein, bergen jedoch ebenso erhebliche Einschréankungen. So sind echte kinetische
Analysen nur sehr schwer mdglich, relevante Gewebe (z.B. Lymphknoten,
Knochenmark, Milz) sind nicht ohne weiteres erhaltlich und selbst im Synovialgewebe
kann nur selten (und in der Regel nicht kontinuierlich) auf die Ziellasion zugegriffen
werden (Asquith, Miller, Mclnnes, et al. 2009). Hieraus wird die Notwendigkeit fur
reproduzierbare Tiermodelle ersichtlich, die es erméglichen die RA im Hinblick auf eine
Ursache-Wirkungs-Beziehung grindlich zu erforschen und mdgliche protektive Faktoren
zu identifizieren (Asquith, Miller, Mclnnes, et al. 2009).

Es gibt kein einzelnes experimentelles Modell, das die gesamte Heterogenitat der
menschlichen RA umfasst. Es gibt jedoch eine Vielzahl von experimentellen Modellen,
hauptséchlich an Nagetieren, welche es ermdglichen, die wichtigsten Aspekte der
menschlichen RA einschliel3lich der Immunpathogenese, Pradiktormarker fur die
Entwicklung der Krankheit, sowie Behandlungsansétze zu beleuchten (Asquith, Miller,
Mclnnes, et al. 2009) . Auf diese Weise haben Sie unser Verstandnis der grundlegenden
Mechanismen der RA jeweils mit ihren individuellen Vor- und Nachteilen deutlich

verbessert.
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Bei der genetisch veranderten arthritischen K/BxN-Maus, werden ihre Anti-GPI-
Antikdrper auf Wildtyp Mause Ubertragen, die eine experimentelle systemische
Polyarthritis induzieren. Dieses Modell wird h&ufig angewendet und hat viel zum
Verstandnis der RA in Bezug auf Entzindung, Immunregulation und Autoimmunitat
beigetragen (Brand 2005). Die Entztindung basiert in diesem Falle auf T- und B-Zellen,

die Autoantikorper sezernieren.

In letzter Zeit gab es verschiedene Versuche, die RA im Kiefergelenk an anderen
Tiermodellen zu untersuchen. Dobsak et al. haben in ihrer aktuellen Studie die
Phanotypen von humanen TNF-a transgenen Mausen hinsichtlich ihres Parodontiums
und des Kiefergelenks beschrieben (Dobsak et al. 2017). Ahnlich wie in unserer Studie
haben die Autoren mit Hilfe von Computertomographie und histologischen Schnitten die
destruktiven Charakteristika der RA im Kiefergelenk untersucht. Die Autoren stellten
fest, dass ihre transgenen Mause schwere Destruktionen des Kiefergelenks aufwiesen.
Zu beachten ist jedoch, dass das hTNFtg-Modell im Gegensatz zu unserem Modell ein
chronisches Arthritismodell ist. Wahrend die K/BxN-Serum-induzierten arthritischen
Mause 8 Tage nach der Arthritisinduktion untersucht wurden, werden die TNF-a-Mause
frihestens im Alter von 6 Wochen untersucht, wobei sie mit der Erkrankung geboren
wurden und somit bereits eine mehr oder weniger chronische Form der Erkrankung
entwickelt haben. Dasselbe gilt fir das MRL-Ipr/Ipr-Modell von Haraldson et al., welches
ebenfalls einen chronischeren Charakter aufweist als das seruminduzierte K/BxN-Modell
(Haraldson et al. 1988). Dartber hinaus basieren die TNF-a-induzierten RA-Symptome
auf einer viel unspezifischeren Ursache im Vergleich zu anderen RA-Modellen, wie dem
K/BxN-Modell. TNF-a ist ein multifunktionales Zytokin, das an verschiedenen lokalen
und systemischen Entzindungskrankheiten sowie an zahlreichen pathologischen
Prozessen wie Infektionen, Ischamie und Traumata beteiligt ist (Feuerstein et al. 1994).
Die beobachteten entztindlichen arthritischen Reaktionen sind unabhangig von T- und
B-Zellen, wodurch dieses Modell keine Autoimmunitat aufweist, obwohl dies ein
atiologisches Hauptmerkmal der RA ist.

Demgegenuber ist das von Ghassemi-Nejad et al. beschriebene Proteoglycan (PG)
Aggrecan-induzierte Arthritismodell (PGIA) ein autoimmunes Arthritismodell (Ghassemi-

Nejad et al. 2011). Die Autoren verglichen die Extremitatengelenke mit dem
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Kiefergelenk und beobachteten, dass es zwar eine destruktive Synovitis in den
Extremitaten gab, aber keine histologischen und immunhistochemischen Anzeichen
einer Entzindung im Kiefergelenk, was unsere Ergebnisse bestatigt. Nur in schweren
Fallen von Arthritis wurden Strukturschaden im Kiefergelenk festgestellt. Obwohl diese
Ergebnisse unseren ahneln, wurde die Untersuchung des Kiefergelenks an den Tagen
49 und 50 durchgefihrt, also in einem fortgeschritteneren Stadium der RA. Des
Weiteren wurden die Zeichen der Destruktion noch deutlicher, je spater das Stadium der
Erkrankung war. Dies deutet darauf hin, dass der Zeitraum und damit die Phase der
Arthritis eine entscheidende Rolle fiur das Ausmall der zu beobachtenden

Gelenkzerstérung spielt (siehe unten).

Abgesehen von diesen spontanen Arthritismodellen wurden in Bezug auf das
Kiefergelenk zumeist entweder mechanische Irritationen oder destruktive Substanzen
verwendet, die direkt in das Kiefergelenk injiziert werden, um eine Arthritis zu induzieren
(Antigene, Zytokine, Antikdrper usw.) (Ricks et al. 2013). Diese Modelle beschreiben
jedoch nicht die fur die RA-Pathogenese typischen endogenen Bruch der Eigentoleranz,
so dass die Modelle deutliche Einschrankungen in ihrer Anwendbarkeit auf die RA

aufweisen (Asquith, Miller, Hueber, et al. 2009).

Um zu beurteilen, ob wir die Ergebnisse friherer Studien am K/BxN-
Serumtransfermodell fir die Extremitatengelenke bestatigen kdénnen, haben wir
Entzindungsprozesse im  Kiefergelenk untersucht und mit denen der

Extremitatengelenke verglichen.

Die Messung der Schwellung der Extremitatengelenke zeigte am sechsten und achten
Tag nach dem Serumtransfer eine signifikante Zunahme des Durchmessers der Pfoten
sowie eine Abnahme der Bewegungsaktivitdt gegeniber der Zeit vor dem Serumtransfer
(siehe Abbildungen 9-11). Eine systemische Entziindungsreaktion konnten wir anhand
der ELISA Untersuchungen nachweisen (siehe Abbildung 18 und 19). Dariber hinaus
zeigten histologische und immunhistochemische Studien deutliche Anzeichen einer
Entziindungsreaktion in den Extremitdten. Diese Ergebnisse stimmen mit friheren

Studien zu diesem Thema Uberein (Wu et al. 2010). Wu et al. fuhrten an, dass die
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K/BxN-induzierte Arthritis stark von IL-17 abhangt. Eine direkte Hemmung dieses
Zytokins auf B-Zellen und deren Bildung von Keimzentren verhinderte die Neutralisation

von IL-17 und damit sogar die Arthritisentstehung in ihrer Studie (Wu et al. 2010).

AuRerdem spielt VEGF (Vascular endothelial growth factor) eine wichtige Rolle bei der
Progression der RA in murinen Modellen, sowohl bei chronischer als auch bei akuter
Arthritis (Yang et al. 2012) (Murakami et al. 2006). Murakami et al. demonstrierten, dass
VEGF und VEGF-Rezeptor-1 an der pathologischen Angiogenese, insbesondere
wahrend der RA beteiligt sind (Murakami et al. 2006). Im Gegensatz dazu, kann das
Vorhandensein von Osteoprotegerin (OPG) eine schitzende Wirkung auf die RA im
Hinblick auf das Auftreten von Knochenresorptionen einnehmen (Ji et al. 2002) (Scofield
2014). Wie allgemein bekannt, sind Osteoklasten essentiell fur den Prozess der
Knochenresorption. In ihrer Abwesenheit tritt praktisch kein fokaler Abbau des Knochens
auf. Da OPG die Aktivierung des RANK-vermittelten nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-kB) verhindert, ist es nachvollziehbar, dass in
Mausen, welche vor einem K/BxN Serumtransfer eine Blockade von RANKL durch
OPG-Behandlung erhalten hatten, eine Resistenz gegen Knochenerosion nachgewiesen
werden konnte (Ji et al. 2002) (Scofield 2014).

Im Gegensatz zu den Extremitdtengelenken konnten entziindliche Prozesse im
Kiefergelenk weder Klinisch, histologisch noch immunhistochemisch nachgewiesen
werden. Die dreidimensionalen Analysen mit u-CT bestatigten diese Ergebnisse. Wir
gehen davon aus, dass die folgenden Grinde fur das Fehlen von Entziindungszeichen
im Kiefergelenk wichtig sind, wahrend sie in den Extremitatengelenken vorhanden sind.

4.1 Hohere mechanische Belastung der Extremitatengelenke:

Extremitatengelenke tragen in der Regel die Belastung durch das Teilkdrpergewicht,
wéahrend das Kiefergelenk nur wahrend der Funktion belastet wird. Mehrere Studien
haben gezeigt, dass mechanischer Stress, wie z.B. tibermaflige Belastung, Traumata in
den betroffenen Gelenken verursachen und somit die Auslésung von entzindlichen
Gelenkerkrankungen deutlich beschleunigen kann (Heinegard et al. 2011) (Owsianik et

al. 1980). Yaku et al. bestatigten diese These, in dem sie zeigten, dass die Handigkeit
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im Sinne einer héheren mechanischen Beanspruchung eine signifikante Rolle fur die
erhohte Inzidenz von RA in den dominanten Gelenken im Vergleich zu den nicht-
dominanten Gelenken spielt (Yaku et al. 2016). Daher gehen wir davon aus, dass
aufgrund der hoheren mechanischen Belastung des Kniegelenks deutliche Anzeichen

einer RA im Extremitatengelenk wahrscheinlicher sind als im Kiefergelenk.
4.2 Anatomisch-histologische Grunde:

Das Kiefergelenk weist ein spezielles retrodiskales Gewebe auf, welches stark
vaskularisiert ist und somit als effizientes Drainagesystem fir Gelenkexsudate dient. Auf
diese Weise ist das Kiefergelenk eher in der Lage Schwellungen, Odeme und

Schmerzen zu lindern oder sogar zu verhindern (Lin et al. 2007) (Park 2015).

Noch wichtiger ist, dass die Gelenkstrukturen des Kiefergelenks mit Faserknorpel statt
mit hyalinem Knorpel bedeckt sind, welches die meisten Extremitatengelenke tberzieht
(Ghassemi Nejad et al. 2017). Wahrend Faserknorpel hauptséchlich aus Typ-1 Kollagen
besteht, dominiert der Anteil an Typ-Il Kollagen im hyalinen Knorpel (Ghassemi Nejad et
al. 2017). 1996 stellten Cook et al. fest, dass die Autoimmunitat gegen Kollagen Typ-ll
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der friihen RA spielt (Cook et al. 1996). 70
% der Patienten mit RA zeigten IgG-Autoantikdrper gegen Typ-1l Kollagen auf (Cook et
al. 1996). Da zahlreiche Studien diese Befunde bestétigten, konnten neue
Therapieoptionen zur Induktion antigenspezifischer peripherer Immuntoleranz zum
Beispiel durch orale Verabreichung von Kollagen Typ-Il etabliert werden (Barnett et al.
1998) (lizuka et al. 2014) (Lindh et al. 2014). Darliber hinaus haben Heinegard et al.
gezeigt, dass Verdnderungen in der extrazellularen Matrix des Knorpels eine
grundlegende Rolle bei der Pathogenese der Osteoarthrose (OA) spielen (Heinegard et
al. 2011). Sie zeigten, dass hohere Konzentrationen von Typ-ll Kollagen mit einer
erhohten Inzidenz von OA assoziiert waren (Heinegard et al. 2011).

2008 wiesen Tanaka et al. auferdem darauf hin, dass Faserknorpel gewisse
Anpassungsfahigkeiten gegen mechanische Beanspruchung bietet und die Fahigkeit
besitzt, sich bei Ubermaligen Kraften umzugestalten und adaptive Fahigkeiten zu
entwickeln (Arnett et al. 1996) (Tanaka et al. 2008).
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Im Angesicht dieser Uberlegungen und in Anlehnung an die Ergebnisse dieser Studie
liegt die Vermutung nahe, dass das Kiefergelenk weniger anfallig fur die Initiation einer

RA ist als Extremitatengelenke.
4.3 Pra- und postnatale Entwicklung:

Die Einzigartigkeit der pranatalen Morphogenese des Kiefergelenks wird seit den 1950er
Jahren insbesondere von Symons et al. sowie Baume et al. aufgezeigt (Symons 1952)
(Baume et al. 1961).

Wahrend die Epiphysenplatten der langen Knochen aus dem urspringlichen
Knorpelskelett stammen, entwickelt sich der Kondylenknorpel unabhangig davon als
Sekundarknorpel, der auf den Unterkieferknochen aufgepfropft wird (Symons 1952)
(Baume et al. 1961). Im Gegensatz zum interstitiellen Wachstum der Epiphysenplatten
entsteht der Kondylenknorpel zudem durch Oberflachenanlagerung in einer peripheren
Faserknorpelschicht (Symons 1952) (Baume et al. 1961).
Wahrend der postnatalen Entwicklung gibt es keine Bildung von sekundaren
Ossifikationszentren im Kiefergelenkknorpel, wie sie in anderen Knorpelknochen
vorkommen (Symons 1952) (Baume et al. 1961). Aus diesem Grund erodiert dieser
Knorpel nie vollstandig und wird auch nicht versiegelt, wie es in den Epiphysenplatten
geschieht (Symons 1952) (Baume et al. 1961). Es wird vermutet, dass dies dazu
beitragt, dass der endochondrale Wachstumsapparat der Unterkieferkondylen positiv auf
mechanische Reize reagieren kann (Symons 1952) (Baume et al. 1961). Im Gegensatz
dazu bleiben die epiphysaren Knorpelplatten relativ unempfindlich gegen mechanische
Reize (Symons 1952) (Baume et al. 1961). Die beschriebene kontinuierliche
Anpassungsfahigkeit der Kiefergelenksknorpel deutet darauf hin, dass die Kiefergelenke
im Vergleich zu anderen Gelenken, besser in der Lage sind, Insulten standzuhalten und
diese zu kompensieren. Wie oben beschrieben, gehen diese Uberlegungen mit denen

von Tanaka et al. einher (Tanaka et al. 2008).
4.4 Zeitfaktor

Aus den oben genannten Grunden ist es moglich, dass die Initiation der RA im

Kiefergelenk langer dauert als in den Extremitatengelenken. Da die Tiere am achten Tag
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bei maximalen Anzeichen einer klinischen Entziindung histologisch aufbereitet wurden,
konnte eine spatere Untersuchung des Kiefergelenks nicht durchgefiihrt werden. Eine
Wiederholung des Serumtransfers zwei Wochen nach dem ersten Transfer, gefolgt von
einer spateren Untersuchung der Gelenke, konnte zu unterschiedlichen Ergebnissen

fuhren und Gegenstand zukinftiger Studien sein.

Im Gegensatz zu unseren Befunden zeigten Kapila et al., dass schwere Arthritis und
Pannusbildung in ihrem (Kaninchen-)Modell nach 5 Tagen auftraten und bis zu 55 Tage
anhielten (Kapila et al. 1995). Anders als in unserem Tiermodell induzierten Kapila et al.
jedoch Arthritiden durch topische intraartikulére Verabreichung von Ovalbumin (Kapila et
al. 1995).

Haraldson et al. verwendeten ein systemisch induziertes RA-Modell und zeigten, dass
nach sechs Monaten ihre MRL/I-Mause zwar eine RA in den Extremitatengelenken
entwickelten, in den Kiefergelenken jedoch seltener und weniger stark (Haraldson et al.
1988). Die Ergebnisse unterstitzen demnach die oben aufgefiihrten Erklarungsansatze

und die Daten der vorliegenden Arbeit.
4 5 Weiterer Ausblick und Diskussion verschiedener Arthritismodelle

Um weitergehend zu verstehen, wie es zu den Ergebnissen dieser Studie gekommen ist
und um die Pathomechanismen der RA weiter zu erforschen, kénnten weiterfihrende
Studien mit &ahnlichem Studiendesign allerdings an anderen Arthritis-Tiermodellen

ndtzlich sein.

In diesem Zusammenhang ist es sinnvoll, die einzelnen Modelle genauer im Hinblick auf
ihre Spezifitdt fur die unterschiedlichen Arthritisstadien (Verlust der Eigentoleranz,
Synovitis und Gelenkschadigung, etablierte/chronische Arthritis) zu betrachten (Benson
et al. 2018). Im Folgenden werden daher einige Arthritis-Tiermodelle im Kontext der

unterschiedlichen Krankheitsstadien vorgestellt.
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4.5.1 Arthritismodelle fir Phase I: Verlust der Eigentoleranz

Die Untersuchung des Krankheitsbeginns, also dem Bruch der Eigentoleranz, ist eine
Hauptaufgabe, um effektivere Therapiemdoglichkeiten entwickeln zu kbnnen. Die meisten
Therapieansatze beschaftigen sich mit dem Ziel der Minderung der
Krankheitssymptome oder der Wiederherstellung der anatomisch-funktionellen
Strukturen. Die grol3e therapeutische Hurde ist aber die Wiederherstellung der
antigenspezifischen Toleranz bei RA und die damit verbundene medikamentenfreie
Remission (Isaacs 2007) (Suwandi et al. 2015) (Thomas 2013).

Fir die Deutung unserer Ergebnisse wére es hilfreich mit geeigneten Arthritismodellen
zu untersuchen, ob bereits in dieser Phase Unterschiede zwischen den Extremitaten-
und Kiefergelenken existieren. Die zwei unten aufgefihrten Modelle sind fir

Untersuchungen des ersten Stadiums laut Benson et al. geeignet (Benson et al. 2018).
Skg-Maus:

Durch eine Punktmutation des ZAP-70 kommt es bei betroffenen Versuchstieren zum
Ausbruch einer entzindlichen Arthritis, welche zum Teil auf eine veranderte T-
Zellsekretion des Thymus zurickzufihren ist, woraufhin die Mause autoreaktive T- und
B-Zellen produzieren (Sakaguchi et al. 2003). Darlber hinaus ist eine starke
Abhéangigkeit von Umweltfaktoren wie der Mikroflora gegeben, weshalb sich die
Krankheit bei keimfreien Mausen nicht etabliert (Sakaguchi et al. 2003).

HLA-II Maus:

Dieses Modell mit genetisch modifizierten Versuchstieren fir diverse HLA assoziierte
Gene fuhrt zu einer genetischen Anfalligkeit fir die RA. Dieses Modell eignet sich
insbesondere zur Untersuchung von Mechanismen, die bei dem Bruch der

Eigentoleranz wahrend der RA eine Rolle spielen (Taneja et al. 2010).
4.5.2 Arthritismodell fur Phase Il: Synovitis und Gelenkschaden

RA Patienten kdnnen tber Jahre hinweg symptomfrei sein. Bei Ausbruch der RA kommt

es dann zur Anreicherung von Immunzellen im Gelenk, wodurch es zur Synovitis und
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Gelenkschadigungen kommt (Benson et al. 2018). Der genaue Ubergang von einer zur
anderen Phase ist immer noch nicht geklart (Benson et al. 2018). In unserer Studie
wurde die Phase Il zwar fur die Extremitatengelenke bereits erreicht, allerdings nicht far
die Kiefergelenke. Neben dem K/BxN Serum-Induktionsmodell, stellt das Kollagen-
Antikodrper-induzierte Arthritismodell ein anderes relevantes Modell fir eine weitere
Vergleichsanalyse dar. Dieses Modell kénnte den Einfluss des Kollagentyps in den
unterschiedlichen Gelenken verifizieren bzw. widerlegen (Asquith, Miller, Mclnnes, et al.
2009). Der Ansatz dieses Modells ist es, Autoantikdrper gegen Kollagen Typ-Il von einer
immunisierten Maus mittels Serumtransfers auf eine nicht immunisierte Empfangermaus
zu Ubertragen. Dieses Modell ist durch Makrophagen- und polymorphkernige
entzundliche Zellinfiltrate charakterisiert und manifestiert sich nach 48 Stunden &hnlich
dem Serum-induzierten K/BxN Modell (Santos et al. 1997) (Nandakumar et al. 2004).

4.5.3 Arthritismodelle fir Phase lll: Etablierte/chronische Arthritis

Durch die in der Diskussion genannten Grinde ist es denkbar, dass es im Kiefergelenk

erst bei langerer Versuchsdauer zu einer Arthritismanifestation kommt.

Wie ebenfalls bereits erwédhnt, ware die Verlangerung des Versuches durch einen
erneuten Serumtransfer und Untersuchung der Versuchstiere zu einem spateren
Zeitpunkt von Interesse. Eine erweiterte Mdglichkeit bietet die Untersuchung der K/BxN
Maus selbst, welche in jedem Falle eine chronische Erkrankung entwickelt. Im
Gegensatz zu den durch Serumtransfer arthritischen BALB/c Mausen weisen die K/BxN
Mause zudem eine T- und B-Zellbeteiligung auf, was ein erweitertes

Untersuchungsspektrum eréffnet (Benson et al. 2018).
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4.6 Schlussfolgerung

Unsere Studie zeigt zum ersten Mal, dass das K/BxN-Arthritismodell fur eine
vergleichende Analyse der verschiedenen Pathogenese und Abwehrmechanismen der
RA im Kiefergelenk und in den Extremitatengelenken geeignet sein konnte. Wir konnten
unsere Nullhypothese widerlegen und aufzeigen, dass das Kiefergelenk aufgrund seiner
anatomischen und mechanischen Eigenschaften weniger anfallig fir die Initiation der RA
zu sein scheint als die Extremitdtengelenke. Um das Verstandnis dieser
Autoimmunerkrankung weiter zu verbessern, bedarf es jedoch weiterer intensiver

Forschung.
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5. Zusammenfassung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine haufige, chronisch-entziindliche
Autoimmunerkrankung unklarer Genese. Die Erkrankung fuhrt zu einer fortschreitenden
Destruktion des Gelenks und verursacht schlief3lich einen Verlust von Struktur und
Funktion. Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist eine systematische vergleichende
Analyse der RA-induzierten Pathomechanismen im Kiefergelenk mit denen der

Extremitatengelenke unter Verwendung des K/BxN seruminduktions Arthritismodells.

In 18 BALB/c Mausen im Alter von 20 Wochen erfolgte mittels 100 ul intraperitoneal
injiziertem arthritogenetischem K/BxN Mausserum die Induktion einer Gelenkarthritis.
Eine weitere Gruppe von 12 BALB/c Mausen ohne Serumtransfer diente als
Kontrollgruppe. Zur klinischen Evaluation der Gelenksentziindung wurden zum Zeitpunkt
kurz vor und alle 2 Tage nach Serumtransfer die Gelenkschwellung aller vier Pfoten
mittels Mikrometer gemessen. In diesem Zusammenhang erfolgte zusatzlich eine
Messung der lokomotorischen Aktivitat mit Hilfe einer motion tracking Kamera.

Wahrend des klinischen Entziindungsmaximums am 8. Tag nach Serumtransfer erfolgte
eine  dreidimensionale  Untersuchung des Kiefergelenkes mittels  Mikro-
Computertomographie (uCT), gefolgt von einer histologischen Aufbereitung der
Extremitatengelenke und des Kiefergelenkes zur Beurteilung der Gelenksmorphologie.
Die Zytokinkonzentrationen im Serum von Versuchs- und Kontrolltieren wurden mittels
ELISA Untersuchungen durchgefuhrt. Zudem wurden immunhistochemische
Untersuchungen zur Evaluation entzundlicher und immunologischer Veranderungen

durchgefihrt.

Die ELISA Auswertung offenbarte eine ausgepragte systemische Entziindungsreaktion.
Die Extremitatengelenke zeigten ebenfalls deutliche Zeichen einer klinisch und
histologisch manifestierten Entzindung. Entsprechend zeigten die Messungen der
Gelenkschwellung zum Zeitpunkt 6 und 8 Tage nach Serumtransfer einen signifikanten
Anstieg des Pfotendurchmessers im Vergleich zum Zeitpunkt vor Serumtransfer. Die
histologischen Untersuchungen zeigten in der arthritischen Gruppe Zellinfiltrationen,

Hyperplasien, sowie Degeneration des Knorpel- und Knochengewebe.
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Korrespondierend dazu war die Expression der Entztindungsmarker im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht.

Im Gegensatz dazu konnten im Kiefergelenk keine Hinweise auf a&hnliche
Entziindungsprozesse detektiert werden. Die histologischen und immunhistologischen
Untersuchungen ergaben physiologische Verhaltnisse und die dreidimensionalen

Analysen mittels uCT bestétigten diese Ergebnisse.

Das K/BxN-Arthritismodell eignet sich zur vergleichenden Analyse der unterschiedlichen
Pathogenese und Abwehrmechanismen der RA im Kiefer- und den
Extremitatengelenken. Unterschiedliche anatomische und mechanische Eigenschaften
konnten der Grund fur die geringere Anfalligkeit des Kiefergelenks fur eine RA sein.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Komplexitat der RA in Bezug auf die
Atiopathogenese und ihre Einflussfaktoren. Zum besseren Verstandnis der Erkrankung
und Reevaluation unserer Ergebnisse bedarf es daher intensiver weiterfihrender

Forschung mit Implemantation unterschiedlicher Mausmodelle.
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