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1 Einleitung 
 
Die rheumatoide Arthritis wird bei etwa 1-2% der Bevölkerung diagnostiziert und ist 

damit die häufigste chronisch entzündliche Autoimmunerkrankung (Symmons et al., 

2002). Mit zunehmendem Alter steigt die Wahrscheinlichkeit für das Erkranken an, so 

dass das typische Manifestationsalter zwischen dem 40. und dem 60. Lebensjahr liegt. 

Das weibliche Geschlecht ist häufiger betroffen (Abdel-Nasser et al., 1997). Liegt 

zusätzlich eine genetische Prädisposition, vor z.B. mit HLA Typ DRB1 oder DR4, so 

steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit um das 5-10fache (Fries et al., 2002). Die 

Erkrankung beginnt oft unspezifisch und fällt später durch Entzündungen der Gelenke 

auf. Unbehandelt verläuft sie im allgemeinen chronisch-progredient, 

gelenkdestruierend, polyarthrotisch mit Steigerung der Mortalität. Voruntersuchungen 

zeigen, dass Leukozyten mit einer vermehrten Expression des Chemokinrezeptors 

CCR3 und des Oberflächenantigens CD44 reagierten. Daher kommt es zu der 

Vermutung, dass CCR3 und CD44 bei der Interaktion mit dem periartikulären 

Gefäßendothel eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Arthritis spielen (Gierer et 

al., 2005). Diese Arbeit untersucht mit der Multifluoreszenz-Intravitalmikroskopie den 

Einfluss von CCR3 und CD44 auf die Mikrozirkulation und zelluläre Inflammation am 

Mausmodell der Frühphase der Kollagen-II-induzierten Arthritis (CIA).  
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1.1 Pathophysiologie im Überblick 
 

Erst am Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelte sich ein Verständnis für die 

Pathogenese der RA auf zellulärer und immunologischer Ebene, als das Konzept der 

autoimmunen Hyperreagibilität postuliert wurde. Den Grundstein dafür lieferten Waaler 

et al. 1939 und Rose et al. 1948, die mit dem Nachweis von Rheumafaktoren bei 

Patienten mit RA den Autoimmunaspekt erkannten. Kunkel et al., gelang es 

schließlich, zu zeigen, dass Autoantikörper, die sich mit ihrer Fc-Region an 

Immunglobuline binden, die Struktur der Rheumafaktoren bilden (Franklin et al., 1957). 

Diese Autoimmunkomplexe aktivieren C5a und beziehen das Komplementsystem in 

die periartikulären Entzündungen mit ein (Franklin et al., 1957). 

 

Aus der Beteiligung von Leukozyten und HLA Typ II Genen am Krankheitsprozess 

folgerten Stastny et al. das Vorhandensein einer Antigenpräsentation und verbinden 

mögliche exogene und endogene Pathogenesefaktoren (Stastny et al., 1976). Um 

einen Einblick in die RA zu bekommen, ist es nötig, die Interaktionen zwischen den 

beteiligten Zellen z.B. durch Zytokine, Interleukine und Oberflächenantigene zu 

ergründen. Seit den späten achziger Jahren ist es möglich, diese in Geweben und 

Flüssigkeiten nachzuweisen.  Das förderte die Erkenntnis zu Tage, dass eine Vielzahl 

von Interleukinen, Interferonen und anderen Faktoren eine Rolle in den 

Zellinteraktionen spielen (Smeets et al., 1998; Williams et al., 1994). In den neunziger 

Jahren wurde die Vorstellung etabliert, dass durch Interleukin-Netzwerke 

intraartikuläre pathologische Prozesse von Fibroblast-like und Markophage-like-Zellen 

unterhalten werden und die umgebenden inflammatorischen Zellen zur lytischen 

Enzymbildung einbeziehen. Somit konnte die Verbindung zur Gelenkdestruktion 

erschlossen werden. Eine zentrale Rolle im Pathomechanismus spielen die von Gracie 

et al. publizierten Interleukine, u.a. IL 18 und vor allem das TNF-α als zentrale 

Entzündungsmediatoren (Gracie et al., 1999). In den folgenden Jahren wuchs das 

Verständnis für die beteiligten Rezeptoren auf Osteoklasten, Osteoblasten und 

aktivierenden T-Zellen. Herauszuheben ist hier sicherlich die Beschreibung der sog. 

RANKL (receptor activator of nuklear factor B ligand), der eine zentrale Rolle in diesem 

Teil des pathologischen Prozesses der RA einnimmt (Kong et al., 1999). An dieser 

Stelle muss erwähnt werden, dass zwar die Knochendestruktion durch Modifizierung 

der RANK/RANKL-Funktion positiv beeinflusst wurde, die Entzündungszeichen und 
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die Knorpeldestruktion jedoch nicht oder nur sehr minimal verbessert wurde (Pettit et 

al., 2001).  

Zwillingsstudien belegen, dass der genetische Beitrag zur RA-Pathogenese bei etwa 

60% liegt (Wiik et al., 2007). Zum Verständnisse der an der Pathogenese beteiligten 

Faktoren legten die Forschung auf genetischer Ebene nahe. Dort sind die 

Genexpressionen im Fokus, welche die Inflammationen möglicherweise regulieren. 

Hierzu publizierten Tak et al. eine Reduktion der Gelenkentzündung durch 

intraartikulären Gentransfer (Tak et al., 2001). Okada et al. beleuchteten in einer 

genetischen Studie grundlegende Gene, Wege und Zelltypen, die an der Pathogenese 

der RA beteiligt sind. 98 biologische „Kandidatengene“ konnten detektiert werden 

(Okada et al., 2014). Durch das Verständnis für die Entwicklung der Pathogenese ist 

man sich heute darüber einig, dass es nicht den einen Krankheitsauslöser gibt. Eine 

Vielzahl von endogenen und exogenen Faktoren sind durch ihre komplexen 

Interaktionen an der Pathophysiologie beteiligt. Daraus ergibt sich die große Anzahl 

von Therapieansätzen. Ein ausreichendes Wissen über die Ätiologie und die 

Pathogenese der RA existiert bis heute nicht. Momentan befinden wir uns in der 

Postgenom-Ära. Die Genomsequenzierung hat eine Beschleunigung nach der Suche 

von pathologischen Ablaufprozessen bewirkt und eine Fülle von möglichen 

Therapiezielen s.g. Targets aufgedeckt. Untersuchungen an Mausmodellen der CIA 

erbrachten 60 Genloci, welche mit der Pathogenese in Verbindung gebracht werden 

(Ibrahim et al., 2006). Die Publikation von Tu-Rapp et al. über die Verbindungen 

zwischen genotypischen Daten für Oberflächenantigene CD44, CCR3 und der 

Leukozyten-Endothel-Interaktion haben deutliche Korrelationen nachgewiesen (Tu-

Rapp et al., 2010). Gierer P. et al. konnten dies in weiteren Versuchen bei CIA an 

DBA/1J bestätigen (Gierer et al., 2005).  

Exogene unspezifische Faktoren wie allgemeiner Stress und Rauchen werden als 

ungünstige Einflüsse angesehen (Klareskog et al., 2007; McInnes et al., 2007). Sie 

kommen jedoch als initial-kausale Ursache nicht in Frage. Interessanterweise ist der 

exogene RA-Risikofaktor Rauchen mit der ACPA (anti citrullinated peptide/protein 

antibodies) -positiven RA-Variante assoziiert. ACPA sind hochsensitive und -

spezifische Seromarker der RA. Insbesondere die Spezifität der ACPA ( bis >95 %) 

übertrifft bei Weitem die des Rheumafaktors (Gross et al., 2009). ACPA haben sich als 

gute Prädiktoren einer rasch progredienten Gelenkzerstörung durch die erosive 

Arthritis erwiesen (Syversen et al., 2008). Der erhöhte Anteil von Zellen mit 

citrullinierten Proteinen in der bronchoalveolären Lavage bei Rauchern hat 
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möglicherweise pathogenetische Bedeutung. Somit werden Ansätze einer zukünftigen 

Risikostratifizierung für RA-Patienten unter Berücksichtigung des ACPA-Serostatus 

und genetischer Marker erkennbar.  

Als initial-kausale Ursache werden die immunologischen Interaktionen mit 

Mikroorganismen wie z.B. CMV, EBV und anderen Krankheitserregern in Betracht 

gezogen. Diese Mikroorganismen exprimieren Oberflächenantigene, die auch im 

Gelenkknorpelgewebe zu finden sind (Fujinami et al., 1988; Roudier et al., 1988). Das 

sind u.a. das gp39, Proteoglykane und das hier verwendete Kollagen Typ II (Cope et 

al., 1999; Banerjee et al., 1992; Kim et al., 1999). Treffen diese exogenen 

Komponenten auf Individuen mit endogener Prädisposition, z.B. einer Expression von 

einigen HLA DR4 oder HLA DRB1 Subtypen, so besteht eine erhöhte Neigung, an 

einer RA zu erkranken. Es gibt weitere Gene des HLA Komplexes und des Nicht-HLA-

Komplexes, die für die Erkrankungsneigung verantwortlich gemacht werden. Zum Teil 

stimmen sie mit Genen für die Prädisposition maligner Tumoren überein (Okada et al., 

2014). Die RA ist die durch verschiedene Leukozytensubpopulationen sowohl im sich 

entwickelnden Pannus als auch im Synovialraum gekennzeichnet. Die Identifizierung 

von T-Helfer (TH) 17-Zellen nimmt eine wichtige Rolle in der Immunpathogenese der 

RA und CIA ein.  Einen schematischen Überblick von Rolle der TH17-Zellen gibt die 

Abbildung 1. 
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Abbildung 1: TH17-Zelle in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. In den entzündeten Gelenken produziert 
TH17 inflammatorische Zytokine zur Aktivierung von Osteoklasten und Makrophagen und rekrutiert auch 
Leukozyten. Die infiltrierten Leukozyten produzieren ihrerseit Zytokine, Chemokine. Gewebe zerstörende Enzyme 
führen zu chronischen Entzündungen, Knorpelschäden und Knochenerosion. IL, Interleukin; Mo, Monozyt; Neu, 
Neutrophile; MMP, Matrix-Metalloproteinase; NO, Stickoxidsynthase; ROS, reaktive Sauerstoffspezies, (Azizi et al. 
2013) 
 

Werden "synovialnaiven“ Leukozyten die o.g. Proteine präsentiert, kommt die 

immunologische Kaskade in Gang. Stark vereinfacht kann der Krankheitsverlauf grob 

in 3 Phasen untergliedert werden: 

 

1. Lymphoide Phase, in der es zur Ausprägung der Autoimmunität kommt.  

Klinische Zeichen sind nahezu nicht nachweisbar. Aktivierte Leukozyten, Zytokine, 

Autoantikörper (z.B. ACPA, RF) und andere Entzündungsmediatoren sind serologisch 

bereits persistent. Diese Phase kann über einen individuellen Zeitraum unbemerkt 

ohne klinische Symptome bestehen. Das greift der hier verwendete Versuchsaufbau 

auf, indem man davon ausgeht, dass die CIA sich 4 Wochen nach Induktion in der 1. 

Phase befindet. 
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2. Übergangsphase, in der erste klinische Symptome mit latentem Fieber, 

Abgeschlagenheit und Müdigkeit wahrgenommen werden. Paraklinisch steigen die 

Entzündungsparameter an. 

 

3. Artikuläre Phase, in der sich das typische klinische Bild der Rheumtoiden Arthritis 

mit Gelenkentzündung ausprägt. Histologische Untersuchungen von betroffenen 

Gelenken zeigen irreversible Destruktionen des Knorpelgewebes und später auch der 

angrenzenden Knochenstrukturen (McInnes et al., 2007). 

 

 
 
Abbildung 2: Pathogene der RA ab der Extravasion von T-Lymphozyten (incl. TH17-Zellen), B-Lymphozyten und 
Makrophagen, die mit zum Teil ortständigen Makrophagen, Fibroblasten Chondrozyten und Osteoclasten 
interagieren und eine Knorpel-Knochendestruktion bewirken inkl. möglicher Therapieoptionen. 
RANK=Rezeptor-Aktivator des Kernfaktors-κB; RANKL=RANK-Ligand; TCR=T-Zell-Rezeptor; TGF-β= 
transformierender Wachstumsfaktor β; TH=T-Helferzelle; TLR=Toll-like Rezeptor; (Yoo et al., 2010) 
 

Die Verbindung mit Änderung der Biomechanik und Abnahme der mechanischen 

Belastbarkeit bewirkt in der Summe die fortschreitende Gelenkzerstörung (Firestein et 

al., 2003; Bellucci et al., 2016). Unklar ist der Zusammenhang zwischen der 

Pathogenese und den Komorbitäten. Eine Untersuchung von über 3900 Patienten 

zeigte, dass eine erhöhte Prävalenz von malignen Entartungen, ischämischen 

kardiovaskulären, pulmonalen Erkrankungen, Reduktion der Knochendichte und 

psychischen Erkrankungen mit der RA vergesellschaftet ist (Dougados et al., 2014; 

Kleinert et al., 2011). Der humane Krankheitsverlauf gestaltet sich sehr individuell und 

erschwert somit die Diagnosestellung. Um eine Hilfestellung für die frühere 

Diagnosesicherung zu geben, publizierte das American College of Rheumatologie 

(ACR) einen Fragenkatalog der bei positiver Beantwortung von 4 der 7 Kriterien 

nahezu sicher für eine RA spricht (Arnett et al., 1988). Im Verlauf wurden sie von der 
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EULAR (European League Against Rheumatism) 2010 überarbeitet. Die in dieser 

Parameterauswahl noch miterfassten Rheumafaktoren wurden und werden 

zunehmend von den ACPAs oder Antikörper gegen citrullinierte Proteine abgelöst. In 

neuerer Zeit haben die Testsysteme zum serologischen Nachweis der ACPAs die 

klassische Serodiagnostik über die Rheumafaktoren entscheidend verbessert. Etwa 

60 % der RA-Patienten sind ACPA-positiv. Krankheitsverlauf und Gelenkdestruktion 

sind schwerer bei ACPA-positiven (Meyer et al., 2003). Diese Autoantikörper erkennen 

citrullinierte Epitope, bei der die Umwandlung der Aminosäure Arginin zu Citrullin durch 

Deaminierung erfolgt. Bei der Citrullinierung handelt es sich um eine posttranslationale 

Modifikation des jeweiligen Proteins. Dieser Prozess kommt physiologischerweise 

während der Apoptose vor. In der Synovialis finden sich bei der RA citrullinierte 

Proteine. Die citrullinierten Epitope stellen die Zielstruktur für die Antikörper 

beziehungsweise ACPA dar, die man sowohl in zirkulierenden Immunkomplexen als 

auch in der Synovialflüssigkeit bei der RA finden kann (Caspi et al., 2006). Sind ACPA 

bei anderen entzündlich-rheumatischen Erkrankungen wie dem sytemischen Lupus 

erythematodes oder der Psoriasis-Arthritis nachweisbar, muss auch dort mit einem 

erosiven Verlauf der Arthritis gerechnet werden. (Gross et al., 2009). 

 

A. Gelenkbeteiligung 1 großes Gelenk 0 
2-10 große Gelenke 1 
1-3 kleine Gelenke (+/- große 
Gelenke) 

2 

4-10 kleine Gelenke (+/- große 

Gelenke) 
3 

>10 Gelenke (mind. 1 kleines 

Gelenk) 
5 

B. Labordiagnostik (mind. ein 

Parameter, ACPA, RF) 

negative RF oder ACPA 0 
gering positive RF oder ACPA 2 
stark erhöhte RF oder ACPA 3 

C. Akute Phase Reaktion (mind. 

ein Parameter, CRP, BSG)  

normales CPR o. BSG  0 
erhöhtes CRP oder BSG 1 

D. Symptomdauer 

 

< 6 Wochen 0 
> 6 Wochen 1 

 
Tabelle 1: EULAR Kriterien (bei mind. 6 Punkten gilt die RA als sicher) (Aletaha et al., 2010; Corrao et al., 2015) 
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1.2 Leukozyten-Endothel-Interaktion 
 

Die entzündungsrelevante Rekrutierung von zirkulierenden Leukozyten beruht auf 

komplexen Wechselwirkungen zwischen Oberflächenantigenen der Leukozyten und 

den Endothelzellen in postkapillaren Venolen (Springer et al., 1994). Das Abfangen 

und Rollen unter laufendem Blutfluss wird hauptsächlich über die Anbindung von 

Rezeptoren der Selektin-Familie wie Adhäsionsrezeptoren (L, E und P Selektine) und 

ihren Liganden vermittelt (Gal et al., 2005). Die Geschwindigkeit des Rollprozesses 

wird durch den Leukozytentyp und die Dichte der Adhäsionsmoleküle auf den 

Zelloberflächen bestimmt (Springer et al., 1994). Nach dem Modell der 

transendothelialen Migration (TEM) werden Leukozyten aus dem Blutstrom rekrutiert, 

dann über Aktivierung hin zu einer Adhäsion mit folgender Migration überführt. 

Vermittelt wird dies durch chemokinaktivierte Leukozytenintegrine und ihre Ig-

ähnlichen Liganden auf den Endothelzellen. So entsteht eine integringeförderte 

Adhäsion von Leukozyten an das Endothel.  

 

Die Leukozytenextravasation wird durch eine Vielzahl von Adhäsions- und 

Signalmolekülen begleitet. Sie machen auf der apikalen Oberfläche von 

Endothelzellen eine Art Kriechbewegung bis zu einem Ort, der zur Diapedese geeignet 

ist. Während diese Schritte gut verstanden sind und die Adhäsionsmoleküle zur 

Interaktionen weitgehend identifiziert wurden, ist die eigentliche Migration von 

Abbildung 3: Schema der transendothelialen Migration von Leukozyten nach Springer (Springer et al. 1994). 
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Leukozyten durch die endotheliale Zellschicht und die darunterliegende 

Basalmembran relativ unklar. In den meisten Fällen ist nicht bekannt, welche 

molekularen Prozesse dies tatsächlich regeln. Ab der TEM geht man von einem 

irreversiblen Prozess aus. Leukozyten, die an der postkapillaren Venole in den 

Entzündungsprozess eingreifen, können nicht mehr in ihre ursprüngliche Struktur 

zurückkehren (Muller et al., 2007). Auf ein Teil der beteiligten Adhäsionsmoleküle und 

Liganden wird in den weiteren Abschnitten eingegangen, insbesondere auf CCR3 und 

CD44.  

 

 

1.3 Adhäsionsmoleküle 
 
Adhäsionsmoleküle sind eine große Gruppe von Glykoproteinmolekülen auf 

Körperzelloberflächen. Sie vermitteln die Kommunikation zwischen den Zellen im 

Knochenmark, Leukozyten, Thrombozyten, Endothelzellen und der extrazellularen 

Matrix. Sie werden in drei Gruppen eingeteilt.  

1. Selektine  

2. Integrine 

3. Leukozytäre Liganden 

Die funktionelle und quantitative Expression der Adhäsionsmoleküle kann durch 

intrazelluläre und extrazelluläre Faktoren beeinflusst werden. Intrazelluäre Prozesse 

werden beispielsweise bei Virusbefall wirksam. Extrazelluäre Prozesse wie z.B. 

Stimulation durch Interleukine erhöhen die Expression von Adhäsionsmolekülen. Im 

Rahmen inflammatorischer Prozesse steuert die Expression endothelialer 

Adhäsionsmoleküle wesentliche Anteile der Interaktion zwischen Leukozyten und 

Endothelzellen (Hoffbrand et al., 2003).  

 

1. Selektine: 

Endothelzellen können P- und E-Selektin auf der Zelloberfläche exprimieren. Der 

extrazelluläre Anteil weist eine Ca2+- abhängige Lektin-Domäne auf, die spezifisch an 

Kohlenhydrat-Seitenketten ihrer Liganden bindet. Zur Identifikation von Zielzellen dient 

eine „epithelial growth factor“ (EGF)-Domäne. Daneben finden sich eine variable 

Anzahl kurzer Sequenzen. Intrazellulär ist an die Transmembrandomäne ein kurzer 

zytoplasmatischer Bereich angeschlossen (Kansas et al., 1996). 
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P-Selektin wird präformiert in Vesikeln gespeichert und innerhalb von Minuten nach 

Stimulation an der Oberfläche präsentiert. Das Molekül ist nur für 5-15 min auf der 

Zelloberfläche nachweisbar. Es vermittelt in der Interaktion mit granulozytärem L-

Selektin die lockere Assoziation und das Rollen von Leukozyten (McEver et al., 2005). 

E-Selektin wird erst nach ca. vierstündiger proinflammatorischer Stimulation maximal 

auf der Oberfläche der Endothelzellen exprimiert. Im Gegensatz zu P-Selektin wird E-

Selektin unter der Kontrolle u.a. des Transkriptionsfaktors NF-κB transkriptionell 

reguliert. Daher spielt E-Selektin in späteren Phasen der Entzündung eine wichtige 

Rolle (Lawrence et al., 1993). Experimente mit P- und E-Selektin-defizienten Mäusen 

zeigten eine reduzierte Sterblichkeit in Peritonitismodellen, jedoch nur teilweise Effekte 

auf die Rekrutierung der Entzündungszellen zum Ort des Geschehens (Bulut et al., 

2002). 

 

2. Integrine: 

Integrine wie z.B. ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1 sind interzelluläre Adhäsionsmoleküle 

und Mitglieder einer heterogenen Familie von Glykoproteinen. Sie setzen sich aus je 

einer α- und β-Kette zusammen und enthalten eine Transmembran-Domäne (TMD) 

sowie einen zytoplasmatischen Anteil. Anhand der β-Kette erfolgt die Einteilung der 

Integrine in Gruppen β1-β3 (Coughlin et al., 2001). Neben der Vermittlung von 

Zelladhäsionen übertragen Integrine Signale über die Plasmamembran, die die 

Zellmigration, das Zellüberleben und das Wachstum regulieren. Signale aus dem 

Zelleninneren können die Affinität für Liganden erhöhen (Ginsberg et al., 2014). ICAM-

1 (CD54) wird neben Endothelzellen und Leukozyten auf anderen ortständigen Zellen 

(z.B. Epithelzellen, Fibroblasten) nachgewiesen (Hubbard et al., 2000). Wie E-Selektin 

wird auch ICAM-1 auf ruhenden Zellen gering exprimiert und erst durch 

proinflammatorischer Stimulation hochreguliert. Nach ca. 18-24 h wird die maximale 

Konzentration erreicht (Ledebur et al., 1995; Schnoor et al., 2015). ICAM-2 (CD102) 

wird vor allem fest auf Endothelzellen exprimiert. Die extrazelluläre Domäne des 

einkettigen Glykoproteins dient vermutlich hauptsächlich als Ligand für die β2-

Integrine, LFA-1 und MAC-1 auf Granulozyten (Lyck et al.,2015). VCAM-1 (CD106) 

wird unter entzündlichen Zuständen auf aktivierten Endothelzellen exprimiert. 

Ansonsten zeigen Endothelzellen nur eine geringe Expression von VCAM-1. Die 

Steigerung der transkriptionell regulierten Expression ist nach ca. 2-4 Stunden 

nachweisbar, das Maximum wird nach ca. 16-24 h auf der endothelialen Oberfläche 
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erreicht. Die Integrin-Expression wird unter den entzündlichen Zuständen durch eine 

Vielzahl von Signalen stimuliert (Bloemen et al., 1993; Schlesinger et al., 2015). 

 

3. Chemokine als leukozytäre Liganden: 

Chemokine sind eine große Familie von kleinen Zytokinen und haben im Allgemeinen 

ein niedriges Molekulargewicht im Bereich von 7-15kDa. Chemokine und ihre 

Rezeptoren sind in der Lage, die Migration und den Aufenthalt aller Immunzellen zu 

kontrollieren. Einige Chemokine gelten als entzündungshemmend. Ihre Freisetzung 

kann während einer Immunantwort an einem Infektionsort induziert werden, während 

andere als homöostatisch gelten und an der Kontrolle der Zellmigration beteiligt sind. 

Die physiologische Bedeutung dieser Familie von Mediatoren ergibt sich aus ihrer 

Spezifität ihren Rezeptoren gegenüber. Mitglieder der Chemokinfamilie veranlassen 

die Rekrutierung von klar definierten Leukozytenuntergruppen. Es gibt zwei große 

Chemokin-Unterfamilien. Sie basieren auf der Cystein-Reste-Position, CXC und CC. 

Grundsätzlich sind Mitglieder der CXC-Chemokine für Neutrophile chemotaktisch, und 

CC-Chemokine sind für Monozyten und Subtypen von Lymphozyten chemotaktisch, 

obwohl es einige Ausnahmen gibt (Palomino et al., 2015). 

 

 

 

1.4 CCR3 
 

CCR3 ist ein Chemokinrezeptor für Eotaxin. Er ist wie alle Chemokinrezeptoren G-

Protein-gekoppelt mit Transmembran-Domänen. Diese sind in der Lage, mehrere 

unterschiedliche Chemokine zu binden. Auf Basis der Chemokinklassifikation sind 

auch die Rezeptoren benannt. CXCR1,2,3,4 und 5 binden CXC Chemokine, CCR1 - 

CCR9 binden Chemokine der Klasse CC (Sallusto et al., 1997). Die meisten 

Chemokine binden an mehr als einen Rezeptor, und viele Rezeptoren binden mehr als 

ein Chemokin. Chemokinrezeptoren sind an den Wanderungsmechanismen der 

Leukozyten zu dem Ort der Entzündung maßgeblich beteiligt. Während Granulozyten 

eine relativ beschränkte Auswahl von Chemokinrezeptoren besitzen, beanspruchen T-

Lymphozyten nahezu alle Rezeptortypen (Amerio et al., 2003). Ihre Expression passt 

sich dem funktionellen Zustand der Lymphozyten an und wird als Ausdruck für Reife, 

Differenzierung und Aktivität angesehen. (Sallusto et. al., 1998). Funktionell unterteilt 

man Chemokine und Chemokinrezeptoren in inflammatorische (induzierbare) und 
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homöostatische (konstitutive) Chemokinrezeptoren. CCR3 rechnet man zu den 

inflammatorischen Chemokinrezeptoren wie CCR1, CCR2, CCR4, CCR5, CCR8, 

CXCR3, CXCR6 und CX3CR (Proudfoot et al., 2002). Er kommt in höheren 

Konzentration auf TH2-Zellen, CD4- und CD8- positiven Makrophagen und 

Langerhans-Zellen vor (Bonecchi et al., 1998; Sallusto et al., 1998). Der Reiz auf TH2-

Zellen durch CCR3 könnte eine Schlüsselfunktion in der Aktivierung von weiteren 

Leukozyten sein (Sallusto et al., 1997). Insbesondere aus Untersuchungen zu 

allergischen Atemwegsentzündungen und Asthma ist die Rolle für die Migration 

bekannt (Heath et al., 1997). CCR3 soll auch beim Zelleintritt von HIV-1 involviert sein 

(Choe H et al., 1996). In osteoarthritisch veränderten Gelenken ist die Konzentration 

von CCR3 ebenso vermehrt wie dessen Ligand Eotaxin, so dass CCR3 auch eine 

Beteiligung zwischen entzündlicher Degeneration bei Osteoarthritis zugeschrieben 

wird (Chang X et al. 2016). Auch bei der rheumatoiden Arthritis konnte die erhöhte 

Konzentration von CCR3 nachgewiesen werden (Liu X et al., 2016). 

 
Eotaxin CCR3 

Eotaxin-2 CCR3 

Eotaxin-3 CCR3 

RANTES CCR3, CCR1, CCR5 

MCP-1 CCR3, CCR2 

MCP-2 CCR3, CCR1, CCR2, CCR5 

MCP-3 CCR3, CCR1, CCR2 

MCP-4 CCR3, CCR2 

MEK CCR3, CCR10 

MIP-5 CCR3 

LPS-iCK CCR3 
 
Tabelle 2: CCR3-aktivierende Chemokine: LPS-iCK (lipopolysaccharide-induced chemokine) MCP (monocyte 
chemoattractant protein) MEK (mucosae-associated epithelial chemokine) MIP-5 (macrophage inflammatory 
protein-5) RANTES, regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted; (Lilly et al., 2010) 
 

Bekannte antagonisierende Chemokine für CCR3 sind I-TAC, Mig und IP10. 

(Loetscher et al., 2001). Heath beschrieb erstmalig die Wirkung eines monoclonalen 

Antikörpers auf CCR3. Dieser monoclonale Antikörper blockierte den Calciumeinstrom 

und verhinderte eine Aktivierung von Lymphozyten und dadurch auch die weitere 

Migration (Heath et al., 1997). Es ist bekannt, dass CCR3 mit zahlreichen 

entzündlichen Zuständen assoziiert ist und mit Gelenkschäden bei der RA korreliert. 
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Eine verstärkte Expression von CCR3 und erhöhte Konzentrationen von Eotaxin im 

Plasma deuten darauf hin, dass CCR3-vermittelte Mechanismen eine wichtige Rolle 

bei RA spielen. Das lässt vermuten, dass Anti-CCR3-Agenzien therapeutische 

Verwendung für RA haben können (Liu et al.,2017). 

 

 

 

1.5 CD44 
 

Das heute als CD44 bekannte Glykoprotein wurde erstmals 1980 als Leukozyten-

spezifisches membranständiges Glykoprotein für Hyaluronsäure beschrieben 

(Dalchau et al., 1980). In Unkenntnis der hohen Variabilität des Oberflächenmarkers 

folgten weitere Nachweise auf verschiedenen Zelltypen mit unterschiedlicher 

Namensgebung. Die Liste der Zelltypen erstreckt sich über Lymphozyten, Monozyten, 

Granulozyten, Adipozyten, Astrozyten, Chondrozyten, dendritische Zellen, 

Endometrium-Zellen, Enterozyten, Epithelzellen, Erythrozyten, Synoviozyten, T-Zellen 

und eine Vielzahl von Tumor- und Metastasenzellen (Haynes et al., 1989, Picker et al., 

1989, Terpe et al., 1994, Marhaba et al., 2008). Das Gen für CD44 umfasst 20 Exons, 

wovon die ersten 1-5 Exons immer identisch sind, ebenso die Exons 16-20. Die 

dazwischenliegenden 10 Exons werden variabel exprimiert. Daraus ergibt sich auch 

die Nomenklatur der Isoformen. Im Fall der Isoform CD44v1 ist das variable Exon 6 

exprimiert, und so setzten sich die Bezeichnungen weiter fort (CD44v2 - Exon 7; 

CD44v3 - Exon 8 usw.). Die Form des CD44 die nur von Exon 1-5 und 16-20 gebildet 

wird, bezeichnet man als CD44s (s=Standard). In gesundem Gewebe kommt 

hauptsächlich die Standard-Isoform CD44s vor. CD44s ist ein Typ 1-Transmembran-

Glycoprotein aus 341 AS, mit 248-AS-extrazellulärer Domäne, einer 21 AS 

Transmembran-Domäne und 72 AS Zytoplasmaschwanz (Ponta et al., 2003). Eine 

weitere Isoform wird als CD44vRA benannt. Sie stellt eine Sonderform des CD44 dar, 

die auf Zellen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis nachgewiesen wurde. 

CD44vRA-positive Zellen interagieren vermutlich mit weiteren proinflammatorischen 

Leukozyten und unterhalten die Entzündungskaskade im Gelenk der Patienten mit RA 

(Naor et al., 2003). Durch intraartikuläre Injektion eines monoclonalen Antikörpers 

gegen CD44vRA bei DBA/1-Mäusen mit CIA konnte eine Reduktion der 

Gelenkentzündung nachgewiesen werden (Golan et al., 2007). CD44 ist durch die 

nahezu ubiquitäre Verteilung und die große Zahl von Erscheinungsformen auch an 
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sehr vielen interzellulären Prozessen und an Interaktionen mit der Extrazellularmatrix 

beteiligt. Die Funktionen reichen von der Embryogenese, der Organentwicklung, der 

Immunmodulation, der Hämatopoese, Homingprozessen von Lymphozyten über die 

Entzündungsmodulation bis hin zur Tumorpathologie (Zöller et al., 2015). Im 

Inflammationsprozess ist der wichtigste Ligand die Hyaluronsäure (Pure et al., 2001). 

Zusätzlich gibt es eine Affinität zu Bestandteilen der extrazellularen Matrix, z.B. 

Fibronektin, Kollagen, Osteopontin, verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen 

(Jalkanen et al., 1992, Ehnis et al., 1996, Weber et al., 1996, Jones et al., 2000). 

Die bekannten Funktionen von CD44 im Rahmen von Inflammationsprozessen sind 

(Pure et al., 2001): 

 

1. Leukozytärer Adhäsions-Rezeptor mit Hyaluronsäure und aktiviertem Endothel  

2. Zell-Matrix-Interaktionen und Lenkung von Zellen zur Inflammation 

3. Aktivierung von Signaltransduktion und Induktion von proinflammatorischen Genen 

4. Zellaktivierung durch inflammatorische Mediatoren  

5. Indirekter Einfluss auf die Granulozytenapoptose  

6. Entzündungsmediator (freies CD44)  
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1.6 Ziel der Studie 
 

Entzündliche Gelenkveränderungen durch Leukozytenaktivierungen, 

Endothelinteraktionen mit zellulären Infiltrationen und das Auslösen einer 

inflammatorischen Kaskade definieren die RA auf mikrozirkulatorischer Ebene. Im 

Rahmen dieser tierexperimentellen Studie zur CIA am Beispiel der Maus wurde eine 

massive Entzündungsreaktion ausgelöst. Es sollen die antiinflammatorischen 

Einflüsse von CCR3 und CD44 mittels hochauflösender Multifluoreszenz-Mikroskopie 

auf die zellulären Entzündungsreaktionen hin dargestellt werden. Ziel dieser Studie ist 

es, den Einfluss von CCR3-Antikörper-Applikation und den Effekt eines CD44-

Knockouts der Frühphase der CIA im Vergleich zu unbehandelten Tieren zu 

untersuchen. Als Parameter für die zelluläre Inflammation dient die Leukozyten-

Endothel-Interaktion und die funktionelle Kapillare Dichte am Hoffa-Fettkörper der 

Maus. 

 

Folgende Fragestellungen sollen innerhalb dieser Arbeit diskutiert werden: 

 

1. Welchen Einfluss zeigen die CCR3-Antikörper-Applikation und der CD44 Knockout 

auf die klinische Arthritisausprägung? 

2. Welchen Unterschied gibt es in der Mikrozirkulation? 

3. Wie wird die Leukozyten-Endothel-Interaktion beeinflusst?  
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2 Material und Methoden 
2.1 Versuchstiere 
 
Das Protokoll für diese Versuchsreihe wurde durch das Landesveterinär- und 

Lebenmitteluntersuchungsamt M-V genehmigt und folgt den nationalen Richtlinien für 

den Umgang und die Haltung von Tieren, die zu wissenschaftlichen Zwecken gehalten 

und verwendet werden. Die Tierhaltung und Versuchslabore sind im 

Verwaltungsbereich des Instituts für Experimentelle Chirurgie der Universitätsmedizin 

Rostock und dem Land Mecklenburg-Vorpommern. Die Versuche wurden im Januar 

2009 durchgeführt. Die Tierhaltung erfolgte gemäß den Standardbedingungen in der 

Zentralen Versuchstierhaltung der Medizinischen Fakultät der Universitätsmedizin 

Rostock am Institut für Experimentelle Chirurgie. Während der gesamten Haltungszeit 

der Tiere bestand ein Zwölf-Stunden-Tag/Nachtzyklus, außerdem hatten die Tiere 

jederzeit Zugang zu ausreichendem Futter und frischem Wasser. 

 

In der Studie wurden zwei arthritisempfindliche Mausstämme verwendet. 

1. DBA/1J Mäuse (Taconic Farm, Hudson, New York, USA) mit der Eigenschaft, 

sowohl spontan als auch nach Induktion mit CFA/Kollagen II für die Entwicklung einer 

Arthritis empfänglich zu sein (Holmdahl et al., 1992), die Empfänglichkeit für die 

Arthritis basiert auf dem genetischen Hintergrund MHC Haplotyp 2q (MHC-2q).  

2. B10.Q (MHC-H2q)-Mäuse (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), hälftig mit CD44-

Knockout.  

 

 

 

2.2 Induktion der CIA 
 

Im Alter von 7-8 Wochen erfolgte bei allen Tieren die Induktion der CIA. Dazu wurden 

2,5mg/ml Rinderkollagen Typ II (CII) (Chondrex, Washington, USA) in 0,1% 

Essigsäure gelöst und mit dem gleichen Volumen an komplettem Freund’schem 

Adjuvans (CFA), welches 4mg/ml Mycobacterium tubercolosis (Difco, Karlsruhe) 

enthielt, emulgiert. Es wurden jeder Maus 100μl der Emulsion intradermal am 

Schwanzansatz injiziert. Auf eine Boosterinjektion wurde verzichtet.  
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2.3 Versuchsgruppen  
 
Ziel dieser Studie war es, in der Frühphase der CIA mittels intravitaler 

Multifluoreszenz-Mikroskopie die zelluläre Entzündungsreaktion zu untersuchen, zu 

charakterisieren und somit den Einfluss von CCR3 und CD44 auf die Leukozyten-

Endothel-Interaktion invivo darzustellen. Dazu wurden in zwei Gruppen unterschieden 

und jeweils 10 Tiere vom DBA/1J- und B10.Q-Stamm eingeschlossen. Bei allen 20 

Tieren erfolgte im Alter von 7-8 Wochen die CIA-Induktion mit Kollagen II/CFA 

(CII/CFA), ohne weitere Immunisierung. 5 DBA/1J-Tieren wurden am 21., 24. und 27. 

Tag jeweils 50 µg eines monoclonalen CCR3-Antikörpers (MAB1551 der Firma R&D 

Systems) s.c. injiziert, den anderen 5 Tieren 50µg eines Kontroll-AKs. Die 10 B10.Q 

Tiere erhielten zwischen der CIA-Induktion und Zeitpunkt der Multifluoreszenz-

Mikroskopie (28. Tag) keine Behandlung. 
 

DBA/1J-Serie:  

1. CCR3-Antikörper: 
            CII/CFA                CCR3-AK 

 

 
  1. Tag           21.  24.     27.      28. 
 
2. Kontroll-Antikörper: 

                CII/CFA               Kontroll-AK 
 

 
  1. Tag           21.  24.     27.      28. 
B10.Q-Serie: 

1. CD44 +/+ 
                CII/CFA 

 

 
 
1. Tag              28.       

2. CD44 -/- 
             CII/CFA  

 

  
1. Tag              28.       
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2.4 Arthritisscoring 
 
Die Studie bezieht sich auf die Frühphase der Arthritis, dennoch kann es zu diesem 

Zeitpunkt zu den typischen klinischen Entzündungszeichen an einigen Tieren 

kommen. Um die Ausprägung der Gelenkveränderungen darzustellen, wurden alle 

Mäuse vor Versuchsbeginn auf klinische Veränderungen untersucht. Zur quantitativen 

Erfassung wurde das von Nandakumar beschriebene Scoringsystem verwendet.  

 

Punkte Beschreibung 

0 Keine Arthritiszeichen 

+ 1 Ein Punkt je geschwollenem oder gerötetem Zeh 

+ 5 Komplette Pfotenschwellung 

+ 5 Sprunggelenkschwellung 
 
Tabelle 3: Arthritisscoringsystem nach Nandakumar et al. 2003 
   

 

           
 
Abbildung 4: Hinterpfoten zweier Versuchstiere 4 Wochen nach Induktion der CIA.  
Links: positiver Arthritisscore = 15 Punkten, Rechts = 0 Punkte 
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2.5 Anästhesie und chirurgische Präparation 
 

Vor jedem Versuch wurden die Mäuse auf den gesundheitlichen Zustand hin 

untersucht und das Körpergewicht ermittelt. Eine Wärmeplatte (37°C) sorgte während 

des gesamten Versuchsablauf für konstante Temperaturverhältnisse. Als Narkose 

erfolgte eine übliche Kleintieranästhesie mit Ketamin (Ketaminhydrochlorid, Ketamin® 

Betapharm GmbH & Co.KG, Vechta, Deutschland) und Xylazin (Xylazinhydrochlorid, 

Rompus®, Bayer Vital GmbH, Bayer Health Care, Deutschland). Alle Versuchstiere 

wurden vor der chirurgischen Präparation gründlich an beiden unteren Extremitäten 

enthaart. Die Pfoten wurde fixiert und mit einer Lagerungshilfe auf der 

Präparationsplatte in ca. 45° Knie- und Hüftflexion gelagert. Ein venöser Zugang in der 

linken Leiste wurde im proximalen Anteil der V. femoralis ca. 2mm distal des 

Leistenbandes positioniert. Die Präparation der synovialen Untersuchungsregion 

wurde am rechten Kniegelenk vorgenommen. Eine V-förmiger Schnitt öffnete die Cutis 

und ermöglichte die stumpfe Darstellung der Patellarsehne. Nach Durchtrennung der 

Sehne und kranialer Mobilisation der Patella lag der Hoffa´Fettkörper frei. Applikation 

von physiologischer Kochsalzlösung und Abdecken mit einem Deckgläschen 

verhinderte das Austrocknen des Gewebes.  

 

 
 Abbildung 5: Hoffa`Körperdarstellung mit V.femoralis-Katheter li. 
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2.6 Intravitalfluoreszenzmikroskopie und Bildverarbeitung 
 

Die intravitale Mikroskopie ermöglicht nach Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen die 

quantitative mikrozirkulatorische In-vivo Analyse des Synovialgewebes ohne größeres 

Gelenktrauma. Unter Verwendung von Rhodamin 6G (Firma Merk, Darmstadt) und 

FITC-Dextran können die rheologischen Parameter als auch das mikrozirkulatorische 

Verhalten in den dargestellten Kapillaren und postkapillaren Venolen aufgezeichnet 

und beurteilt werden. Zur Erhebung der intravitalmikroskopischen Daten wurde ein 

hochauflösendes Zeiss-Axiotech-Stereomikroskop mit Auflichteinrichtung verwendet 

(Zeiss, Jena Deutschland). Die Epi-Illuminations-Mikroskopie beinhaltet eine 100W-

Quecksilberlampe, adaptiert an ein Blau-(510-560nm/>505nm) und einer Grün-(510-

560nm/>575nm) Filtersystem. Zum übersichtlichen Auffinden fand ein Objektiv mit 

vierfach Vergrößerung (Numerische Apertur (NA) 0.12) Verwendung. Zur Bestimmung 

der funktionellen Kapillardichte wurden pro Tier vier repräsentative Gesichtsfelder mit 

einem x40-Wasserimmersions-Objektiv (NA 0.75; Zeiss) aufgezeichnet. Die 

Dokumentationen von 3 - 4 postkapillaren Venolen erfolgte mit Verwendung eines x20 

Objektivs (NA 0.32; Zeiss). Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden in einer festgelegten 

Reihenfolge i.v. appliziert. Gekoppelt an hochmolekulares Dextran (Molekulargewicht 

150.000 D) zur Verhinderung einer Extravasation ist zunächst zweiprozentiges 

Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC) in einer Konzentration von 15mg/kg Körpergewicht 

verabreicht worden, das zur Kontrastierung des Gefäßnetzes durch Markierung des 

Blutplasmas diente. FITC-Dextran zeichnet sich durch ein Exzitationsmaximum 

zwischen 465-495 nm und ein Emissionsmaximum bei > 505 nm aus. Danach erfolgte 

die Applikation von zweiprozentigem Rhodamin 6G, ebenso intravenös. Rhodamin 6G 

dient invivo der spezifischen Darstellung von Leukozyten, wobei der Farbstoff sowohl 

an das leukozytäre, aber auch an das thrombozytäre Cytochrom C bindet. Die Färbung 

mit Rhodamin ermöglicht die Beurteilung der leukozytären Fließdynamik und die 

Aktivierung sowie Interaktion mit dem Endothel postkapillärer Venolen im synovialen 

Gewebe. Dieser Farbstoff zeichnet sich aus durch ein Exzitationsmaximum um 535 

nm, das Emissionsmaximum liegt bei >575 nm (Baatz, et al., 1995; Jbeily et al., 2014). 

Er wird in einer Konzentration von 0,15 mg/kg KG injiziert. Die Bildaufnahme erfolgte 

durch eine integrierte, hochempfindliche CCD-(charge-coupled-device)-Videokamera 

(FK 6990-IQ-S, Pieper, Schwerte, Deutschland) und die Datenspeicherung mittels S-

VHS-Videosystem auf Videokassetten. Dadurch konnte die Bildauswertung im 

Anschluss an die Präparation und Mikroskopie der Synovialis zeitlich und räumlich 
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getrennt als sog. Off-line-Analyse erfolgen. Der Analyse-Computer ist mit dem 

Programm CapImage (CapImage v7.4, Zeintl, Heidelberg, Deutschland) ausgestattet, 

welches als Standardprogramm in der Bildanalyse der Mikrozirkulation gilt und u.a. die 

Bestimmung der funktionellen Kapillardichte, sowie der leukozytären Kinetik zulässt 

(Zeintl, et al., 1989; Harris et al.,1997; Schmitt-Sody et al., 2005). Die zu 

untersuchenden Dateien wurden dabei von einem Videorekorder eingelesen.  

 

 

Folgende mikrozirkulatorische Parameter wurden quantitativ erfasst:  

1. Die funktionelle Kapillardichte (FCD, cm/cm2) wurde mit Hilfe des FITC-Filters 

erfasst, welcher das zu untersuchende Gebiet blau belichtet (Gabe von 0,1 - 0,2 ml 

des zweiprozentigem FITC-Dextran). Die Funktionelle Kapillardichte, definiert als die 

Gesamtlänge der pro Gesichtsfeld von Erythrozyten durchflossenen Kapillaren, wurde 

bei 40-facher Vergrößerung erfasst. Dabei sind mind. 5 Gesichtsfelder des 

Synovialgewebes langsam von oberflächlichen in tiefere Schichten durchfokussiert 

worden.  

2. Die Blutzellfließgeschwindigkeit (V-RBC) erfolgte mittels der computerassistierten 

Line-Shift-Methode (Klyscz et al. 1997).  

3. Die Erfassung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen erfolgte unter Nutzung 

des grünilluminierenden G2A-Filters und der Gabe von 0,3 - 0,5 ml zweiprozentigem 

Rhodamin 6G. Beurteilt wurde die Interaktion zwischen Leukozyten und der 

Gefäßwand. Hierzu ist das Strömungsverhalten der Leukozyten unterschieden worden 

Abbildung 6: Mikroskopieraufbau (links), Übersichtsaufnahme einer postkapillare Venolen (Mitte) und Kapillarnetz 
(rechts). 
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in fließend, rollend oder adhärent. Rollende Leukozyten wurden definitionsgemäß 

beschrieben als sich an der Gefäßwand entlang bewegend mit einer Geschwindigkeit 

von weniger als 40% jener Leukozyten in der Mittellinie der postkapillären Venole. 

Festsitzende Leukozyten wurden wiederum als über den Beobachtungszeitraum 

hinweg an der Venolenwand haftende, sich nicht bewegende Zellen definiert. Es 

wurden 3-4 venöse Gefäße über 30 sec beobachtet und bei 20-facher Vergrößerung 

auf das Video aufgenommen. Die Länge des Venolenabschnittes lag zwischen 100-

200μm. Die Anzahl permanent anhaftender Leukozyten pro mm2 

Endothelzelloberfläche wurde dann anhand der ermittelten Anzahl der sich über den 

Zeitraum bewegungslos darstellenden Leukozyten, der Länge des betrachteten 

Gefäßabschnittes und des Venolendurchmessers errechnet. 

 

Injektionsabfolge: 

FITC-Dextran i.v.       Rhodamin 6G i.v. 
             
 

  
 

  
 0----------------------------------5------------------------------------------------------------------------------10min 
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2.7 Statistische Methoden 
 

Die intravitalmikroskopisch ermittelten Ergebnisse wurden auf Normalverteilung 

geprüft und anschließend mit dem Students t-test miteinander verglichen. Bei 

Nichtnormalverteilung wurde der Man Whitney Rank Sum Test angewandt. 

 

Zur weiteren Datenverarbeitung wurden die Daten im Tabellenkalkulationsprogramm 

Excel (Microsoft Corporation, Unterschleißheim, Deutschland) eingegeben und 

aufgearbeitet. Die statistischen Analysen erfolgten mit SigmaStat (Jandel Corporation, 

San Rafael, Kalifornien, USA).  

 

Alle ermittelten Untersuchungsergebnisse wurden als Mittelwert mit 

Standardabweichung SEM angegeben. Die statistische Signifikanz wurde 

Ergebnissen ab einem p-Wert von <0,05 (*) unterstellt. Das Programm Excel diente 

zur Erstellung der graphischen Darstellung der Ergebnisse. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Arthritisscore 
 

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Entzündungsausprägung 

zwischen der CCR3-Antikörper Serie mit der Kontroll-Gruppe. Tendenziell neigten bei 

den DBA/1J-Tieren die Tiere der CCR3-Antikörpergruppe zu einer geringeren 

Entzündungsreaktion. Eine Signifikanz ist dabei nicht abgebildet. Bei den B10.Q-

Tieren prägte sich weder bei den CD44 -/- noch bei den CD44 +/+ kompetenten Tieren 

sichtbare Gelenkentzündungen aus. 

 

3.2 Funktionelle kapillare Dichte 
 

Bei beiden Mausstämmen bestanden keine signifikanten Unterschiede in der 

quantitativen Ausbildung der funktionellen kapillaren Funktion. Die Dichte lag bei den 

CCR3-AK Tieren im Mittelwert bei 75±3,36cm/cm2, in der Kontrollgruppe bei 

95±6,44cm/cm2. 

Bei den B10.Q Tieren lag die Dichte im Mittel in der CD44-/- Gruppe bei 87±3,3cm/cm2 

und bei den CD44+/+ Tieren lag sie bei 78±2,94cm/cm2. 

 

Abbildung 7: Funktionelle kapillare Dichte (FCD) in cm/cm2 angegeben. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und 
SEM. (* p<0,05) 
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3.3 Blutflussgeschwindigkeit 
 

Für die Erythrozytengeschwindigkeit (mm/s) ergab sich in keiner der beiden 

untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied. Beim CCR3-AK-exponierten 

Mausstamm DBA/1J besteht mit im Mittel von 0,31 mm/s eine Tendenz für eine höhere 

Strömungsgeschwindigkeit im Vergleich zu den Kontroll-AK-exponierten Tieren mit im 

Mittel von 0,44 mm/s.  

Im Vergleich der Strömungsgeschwindigkeiten zwischen den CD44 +/+ und CD44 -/- 

Mäusen besteht eine Tendenz zur höheren Blutflussgeschwindigkeit für die CD44 

inkompetenten Tiere mit 0,52 mm/s versus 0,42 mm/s bei den CD44 kompetenten 

Mäusen. 

 

 

Abbildung 8: Erythrozytengeschwindigkeit (V-RBC) in mm/s angegeben. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und 
SEM. (* p<0,05) 
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3.4 Venolenoberfläche 
 

Im Mittel lagen die endothelialen Oberflächen beim DBA/1J Stamm in der CCR3-AK-

Gruppe bei 0,014 mm2 und beim Kontroll-AK bei 0,015 mm2 (p>0,05).  

Die Venolenoberfläche bei den B10.Q Mäusen differierte zwischen CD44+/+ mit 0,015 

mm2 und CD44-/- 0,015 mm2 nicht. 

 

 

Abbildung 9: Postkapillare Venolenoberfläche in mm2 angegeben. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und SEM. 
(* p<0,05) 
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3.5 Leukozytenflux 
 

Der Leukozytenflux ist die absolute Anzahl passierender Leukozyten in der 

Beobachtungsvenole in der auch die weiteren Interaktionen dokumentiert wurden. 

Dabei wurden alle Leukozyten registriert, die in 30s das Gefäß durchquerten, 

unabhängig von ihrem Interaktionsverhalten. Die absolute Anzahl von passierenden 

Leukozyten fiel bei den mit CCR3-AK behandelten Tieren im Mittel von 42±5/30s 

Leukozyten geringer aus als in der Gruppe mit dem Kontroll-AK mit 48±4/30s 

Leukozyten. Eine Signifikanz konnte hierfür nicht nachgewiesen werden.  

Die B10.Q-Serie wies einen signifikanten Unterschied in der Leukozytenpassage auf. 

Es passierten bei den CD44+/+Tieren 34±3 Leukozyten in 30s gegenüber den CD44-

/- Tieren 21±2 in 30s.  

 
 

 

Abbildung 10: Absolute Anzahl von passierenden Leukozyten/Leukozytenflux in n/30s angegeben. 
Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und SEM. (* p<0,05) 
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3.5.1 Rollende Leukozyten 
 

In der DBA/1J-Serie ergaben sich signifikante Ergebnisse für die absolute Anzahl 

rollender Leukozyten. CCR3-AK-behandelte Tiere wiesen im Mittel 12,67±4,85/30s 

rollende Leukozyten gegenüber 18,06±5,80/30s bei der Kontroll-AK Gruppe auf. Das 

bedeutet eine Senkung um ca. 1/3 von rollenden Leukozyten in der CCR3-AK 

Therapie.   

In der B10.Q-Serie stellte sich ebenfalls ein signifikantes Ergebnis dar. Für CD44-/- 

Tiere kam es zu 2,67±1/30s rollenden Leukozyten gegenüber 12,80±6,29/30s bei den 

CD44+/+Tieren. In der Knockout-Gruppe reduziert sich die Anzahl der rollenden 

Leukozyten um das ca. fünf- bis sechsfache.  

 

  

Abbildung 11: Absolutanzahl rollender Leukozyten in n/30s angegeben. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und 
SEM. (* p<0,05) 
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3.5.2 Fraktion rollender Leukozyten 
 

Die Fraktion rollender Leukozyten stellt den Anteil des gesamten Leukozytenflux dar, 

der eine lockere Adhärenz mit dem Endothel eingeht. Nach der Therapie mit CCR3-

AK kommt es im Mittel zu einem signifikant geringeren Anteil von rollenden Leukozyten 

mit 29,47±3,91 % im Vergleich zu 37,71±5,96 % zur Kontroll-AK Gruppe.  

Bei den B10.Q Mäusen zeichnete sich ein signifikanter Effekt zugunsten der CD44-/- 

Tiere ab. Die Fraktion der rollenden Leukozyten fiel im Mittel bei der Knockout Gruppe 

mit 13,08±4,14 % gegenüber den CD44+/+ Tieren mit 37,05±9,73 % um >20 % 

geringer aus. 

 

 

Abbildung 12: Fraktion rollender Leukozyten in % vom gesamten Leukozytenflux. Die Darstellung erfolgt als 
Mittelwert und SEM. (* p<0,05) 
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3.6 Absolutanzahl adhärenter Leukozyten 
 

Bei der Absolutanzahl permanent anheftender Leukozyten im Beobachtungszeitraum 

von 30s lag ein signifikanter Unterschied vor. In der CCR3-AK Gruppe adhärierten 

8,33±3,24 Leukozyten und bei der Kontroll-AK Gruppe 15,50±6,35 Leukozyten fest am 

Endothel.  

Für die B10.Q-Serie stellte sich ebenfalls ein signifikantes Ergebnis dar. In der CD44 

-/- Gruppe hafteten 2,44±1,01 Leukozyten bei den CD44+/+ 10,00±4,37 Leukozyten 

fest an der Venolenoberfläche an.  

 

  

Abbildung 13: Absolutanzahl adhärenter Leukozyten in einem Beobachtungszeitraum von 30s in der postkapillaren 
synovialen Venole. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und SEM. (* p<0,05) 
 

 

 
Anzahl adhärenter Leukozyten/mm2  
 

Die Anzahl adhärenter Leukozyten je Venolenoberfläche stellte für die DBA/1J-Serie 

signifikante Zellzahlen dar. In der mit CCR3-AK behandelten Gruppe  

lag sie im Mittel bei 608,11±129,73 n/mm2, bei der Kontroll-AK lag die Leukozytenzahl 

bei 1044,81±240,78 n/mm2.  
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Im zweiten Versuchsbereich der B10.Q-Serie, stellten sich ebenfalls signifikante Werte 

dar. So zeigte sich bei den CD44-/-Tieren gegenüber den CD44+/+Tieren eine 

Leukozytenzahl von 164,23±42,17 vs. 686,25±102,57 n/mm2. 
 

  

Abbildung 14: Anzahl adhärenter Leukozyten in n/mm2angegeben. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert und SEM. 
(* p<0,05) 
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4 Diskussion 
 
Die Voraussetzung einer effektiven Infektionsabwehr und Heilung von Verletzungen 

ist unter anderem eine permanente Zirkulation und Gewebemigration von Leukozyten 

im Organismus. Die Leukozyten bewegen sich auf der Suche nach fremden Antigenen 

mit dem Blutstrom durch den Körper, dabei verlassen sie über die Diapedese die 

Gefäße, durchwandern Gewebe und kehren über das lymphatische System zum Teil 

wieder in den Blutkreislauf zurück (Liew et al., 2002). Bei einem Antigenkontakt 

verändert sich dieser Kreislauf. Kommt es zu einer Signaländerung an der 

Endotheloberfläche über gefäßaktive Prostaglandine, Prostacycline, 

Adhäsionsmoleküle und Chemokine hin zu Entzündung oder Infektion, verlassen u.a. 

die Granulozyten und Monozyten das Gefäßsystem (Smolen et al., 2012). Dieser 

inflammatorische Stimulus bestimmt den Beginn einer komplexen Kaskade mit 

Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Ein Netzwerk aus Zytokinen, 

Oberflächenmarkern und direkten Zell-Zell-Kontakten steuert die Zusammenarbeit der 

beteiligen Leukozyten (Vestweber et al., 2014). Aktivierende und bremsende Elemente 

sollen für eine adäquate und ggf. regional begrenzte Reaktion des Immunsystems 

sorgen. Ebenso wichtig wie die Ausprägung der Immunantwort ist die Festlegung der 

genauen Ziele. Kommt es zu einer Überreaktion, spricht man von einer 

überschießenden Immunantwort, wie es bei Allergien vorkommt. Ist diese 

Immunreaktion gegen den eigenen Körper gerichtet, so entsteht eine Autoimmunität. 

Primär ist die Autoimmunität nicht als pathologisch zu sehen. Auch im nicht erkrankten 

Organismus kommt es zur Bildung von B-Zellen, T-Zellen und Antikörpern, die gegen 

das eigene Gewebe gerichtet sind. Fehlen die nötigen Co-Stimulationen, entwickelt 

sich keine Entzündungsreaktion. Kommt es zu einem Versagen der körpereigenen 

Toleranz, so entwickelt sich eine Autoimmunerkrankung.  

 

Die Inzidenz dieser Erkrankungen liegt bei ca. 4%. Dem rheumatischen Formenkreis, 

insbesondere der rheumatischen Arthritis, werden hierbei ca. 1-2 % zugeschrieben. 

Unterteilt man das Immunsystem in den unspezifischen Schenkel und den 

spezifischen Schenkel und geht davon aus, dass an diesem Punkt die aktive zelluläre 

Immunantwort beginnt, so sind zunächst die unspezifischen Granulozyten, Monozyten 

und Makrophagen aktiv. Sie können nicht zwischen körpereigen und körperfremd Zell-

Oberflächen differenzieren. Durch die Produktion von Interleukinen wie IL-1, 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), IL-6, IL-12 und IL-18 werden weitere Komponenten 
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des Immunsystems integriert und andere Zellen wie das lokale Endothel aktiviert. IL-1 

und TNF-α werden entscheidende Eigenschaften im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen zugeordnet. Zu den Eigenschaften gehören die Verstärkung 

der Antigenpräsentation und die Bildung eines Bindeglieds zwischen unspezifischer 

und spezifischer Immunantwort. Die regulatorischen Eigenschaften von TNF-α zeigen 

sich auch in der weiteren Stimulation der Interleukinbildung wie z.B. IL-1, IL-6, IL-8. 

Als lokalen Effekt wird die vermehrte Expression von endothelialen 

Adhäsionsmolekülen (ICAM, VCAM) stimuliert, dies wirkt wie ein Leuchtfeuer zur 

Rekrutierung weitere immunkompetenter Zellen. Auch ortsständige Fibroblasten und 

Chondrozyten werden aktiviert. Feldmann et al. stellten die zentrale übergeordnete 

Position von TNF-α dar. Eine Applikation von anti- TNF-α in Zellkulturen aus 

rheumatoiden Gelenken reduzierte die Konzentration anderer in der Kaskade 

nachfolgender pro-inflammatorischer Interleukin wie IL-1, GM-CSF, IL-6 und IL-8. Die 

Rückkopplung durch Blockierung mit IL-1-Rezeptorantagonisten konnte die TNF-α 

Konzentration nicht reduzieren, wohl jedoch IL-6 und IL-8. Das lässt den stufenartigen 

Ablauf der pro-inflammatorischen Kaskade bestätigen. Bei der RA ist die Regulation 

der Inflammation hin zur Stimulation verschoben. Eben dieses Ungleichgewicht führt 

bei persistierendem Bestehen zur Gewebedestruktion im Arthritisgelenk. Die o.g. 

Zytokine stimulieren die Konzentrationserhöhung von knorpelzersetzenden Enzymen 

(MacNaul et. al., 1990). Durch TEM von Leukozyten nimmt das Synovium an Volumen 

und Aktivität zu und wird zum sog. RA-typischen Pannusgewebe. Dies bedeutet jedoch 

nicht, dass es keine antiinflammatorischen Komponenten gibt.  Unter anderem können 

IL-1 Rezeptorantagonisten und lösliche TNF-Rezeptorantagonisten vermehrt in 

rheumatischen Gelenken nachgewiesen werden (Feldmann et. al., 1996). Genau an 

diesem Ungleichgewicht von pro- und antiinflamatorischen setzt die etablierte 

Therapie mit Biologika wie TNF-α- und IL-1-Antagonisten an (z.B. Adalimumab oder 

Anakinra). Die Wirksamkeit ist gut, jedoch erreichen auch mit IL-1-Antagonisten nur 

ca. 14 Prozent eine vollständige Remission (Karanikolas et al., 2008). Durch die 

Therapie mit TNF-α-Antagonisten können 20-40 Prozent der Betroffenen keine 

komplette Remission erreichen oder erleben einen zunehmenden Wirkverlust 

(Rubbert-Roth A. et al., 2009). Diese Wirksamkeitslücke, die alle bisherigen 

Therapieformen mehr oder weniger gemeinsam haben, stellt die hohe Anzahl von 

beteiligten Strukturen insbesondere dar. In dieser Lücke könnte ein 

Immunglobulintherapieansatz greifen. Anti-citrullinierte Protein-Antikörper werden bei 

etwa 90% der RA-Patienten nachgewiesen und sind sicher an der Pathogenese der 
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Krankheit beteiligt (Uysal et al., 2009). APCA erwiesen sich als pathogen und gegen 

synoviale citrullinierte Proteine gerichtet und spielen eine signifikante Rolle in der 

Pathogenese der RA. Es gibt erfolgreiche invitro und invivo Behandlungen mit Anti-

ACPA-Immunglobulinen (Svetlicky et al., 2015). Sie blockieren die Aktivität der 
pathogenen Autoantikörper. Die intravenöse Immunglobulintherapie (IVIg) hat sich bei 

verschiedenen Autoimmunkrankheiten als vorteilhaft erwiesen. IVIg hat eine 

therapeutische Wirkung bei RA in menschlichen und tierischen Modellen, wie zum 

Beispiel Kollagen-induzierte Arthritis. Der Mechanismus, durch den IVIg das 

Immunnetzwerk bei RA immunmoduliert, wurde jedoch nicht vollständig geklärt. Bei 

Injektion in Mäuse mit CIA führte ACPA-sIVIg zu einem signifikanten Rückgang der 

der klinische Gelenkentzündungswert. Die Behandlung mit ACPA-sIVIg bewirkte zu 

einem Rückgang der zirkulierenden Anti-Kollagen- und ACPA-Antikörper. Darüber 

hinaus korrelierten die verringerten Spiegel von Autoantikörpern mit erhöhten Spiegeln 

von entzündungshemmenden Zytokinen IL-10, TGF-β und eine Abnahme der 

Sekretion von proinflammatorischen Spiegeln von Zytokinen wie TNF-α und IL-1β in 

vitro. Daher ist dieser Ansatz vielversprechend insbesondere als Alternative oder 

Ergänzung für jene Patienten, die nicht oder nicht mehr auf Therapien ansprechen 

(Svetlicky et al., 2015). Es ist jedoch davon auszugehen, dass sich Patienten 
herauskristalisieren deren Immunsystem nicht ausreichend auf die Behandlung 

anspricht. So ist es von Bedeutung weitere Targets zu ermitteln.  Gierer et al. haben 

bei DBA/1J mit CIA das Genexpressionsprofil für Adhäsionsmoleküle und pro-

inflammatorische Mediatoren untersucht und festgestellt, dass u.a. die Expression der 

Gene für CD44 in Lymphknoten und Synovialzellen hochreguliert wurde. In der 

gleichen Arbeitsgruppe bestätigten Huang Tu-Rapp et al. die Ergebnisse für CD44, 

dabei stellte sich jedoch auch der zuvor nicht abgebildete Rezeptor CCR3 in den 

Fokus. Die Beteiligung von CCR3 am inflammatorischen Geschehen der RA ist wenig 

untersucht. Über die Verbindung zwischen den T-Zellen und CCR3 an ihrer Oberfläche 

ist kaum etwas bekannt. Histologisch und funktionell ist die Beteiligung von CD4+-T-

Zellen eindeutig (Firestein et al., 2003). Fehlen den Mäusen die a/b-T-Zellen, sind sie 

gegen die CIA resistent (Cirthey et. al., 1999). Naive CD4-T-Zellen bilden nach 

Antigenkontakt IL-2, welches zur Proliferation und Ausprägung von TH0-Zellen führt. 

Aus diesen Vorläuferzellen lassen sich zwei Subtypen anhand ihres Zytokin-Profils 

differenzieren. Sie sind an unterschiedlichen Formen der Immunantwort beteiligt. Zum 

einen entstehen unter Mitwirkung von IL-12 und IL-18 die TH1-Zellen. Durch die 
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Synthese von IL-2, Interferon-g (IFN-g) und Tumornekrosefaktor-b (TNF-b) 

beeinflussen sie am ehesten die zelluläre Immunantwort. TH2-Zellen differenzieren 

sich unter der Stimulation von IL-4 und IL-10. Die wichtigsten gebildeten Zytokine sind 

IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13. Funktionell induzieren die TH2-Zellen eher eine 

humorale sowie eine IgE-vermittelte allergische Immunantwort (Bonecchi et al., 1998; 

Koch et al., 2005). Untersuchungen von Sallusto und Bonecchi zeigen, dass CCR3 auf 

humanen TH2-Zellen vorhanden ist (Sallusto et al. 1997). Auch Gerber et al. bestätigen 

einen hohen Anteil von CCR3+-T-Zellen bei Untersuchungen zu allergenspezifischen 

Reaktionen von TH2-Zellen. Die Identifizierung von T-Helfer (TH) 17-Zellen führte zur 

Spaltung der Zweiteilung der TH1-/ TH2-Achse bei der Immunpathogenese von 

Autoimmunkrankheiten wie RA und ihrem experimentellen Modell, der Kollagen-

induzierten Arthritis. TH17-Zellen produzieren ein Vielzahl an proinflammatorischen 

Zytokinen, einschließlich IL-17, IL-6, IL-21, IL-22 und TNF-α. TH17-Zellen sind eine 

dominante pathogene zelluläre Komponente der RA. Obwohl die Bedeutung von 

TH17-Zellen in Tiermodellen für Arthritis unbestritten ist, gibt es nur begrenzte Daten 

zur Rolle von TH17-Zellen und verwandten Zytokinen bei menschlichen arthritischen 

Erkrankungen. Die Eigenschaften menschlicher TH17-Zellen nicht vollständig 

definiert. In Bezug auf die weitreichende Produktion von proinflammatorischen 

Zytokinen und Chemokinen durch TH17-Zellen wird erwartet, dass TH17-Zellen ein 

potenter pathogener Faktor in der Immunpathophysiologie der Erkrankung sein 

könnten (Azizi et al. 2013). Über Interaktionen von TH17-Zellen und Eotaxin mittels 

CCR3 ist nichts bekannt. Das Vorhandensein von Eotaxin auf TH17-Zellen ist in der 

Literatur nicht dokumentiert, daher ist die Wirkung von CCR3-Antikörpern auf TH17-

Zellen unwahrscheinlich. Eotaxine sind als selektiver CCR3-Agonist bekannt. Sie 

bewirken unter anderem eine lokale Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten. 

Untersuchungen von Kitayma et al.  demonstrieren die Wirksamkeit der CCR3-

Blockierung durch eine monoclonale Antikörpergabe. Die Bindungen von aktivierten 

eosinophilen Granulozyten am Venolenendothel konnte signifikant reduziert werden 

(Kitayama et al., 1998). Ähnliches zeige auch die Arbeit von Senechal et al., in der die 

Gewebemigration von eosinophilen Granulozyten durch CCR3-Antikörper unterdrückt 

werden konnte (Senechal et al., 2002). Dies demonstriert den Einfluss vom CCR3 auf 

die zelluläre Inflammation. 
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4.1 Diskussion der Methode 
 

Induktion von Erkrankungen bei Tieren ist seit Jahrzehnten ein adäquates Mittel, um 

die Pathogenese und das Ansprechen von Therapien im größeren Umfang zu 

erforschen. Hierbei können viele Einflussfaktoren herausgearbeitet und 

ausgeschlossen werden. So unterliegen alle beteiligten Tiere nahezu den identischen 

äußeren Einflüssen. Um auch die genetischen Parameter zu minimieren, sind alle 

beteiligten Tiere von gleichem genetischem Ursprung. So lassen sich gezielt einzelne 

Parameter isoliert oder auch kombiniert variieren und die Auswirkung auf die 

Organismen der Versuchstiere untersuchen. Im Hinblick auf die rheumatoide Arthritis 

bestehen diverse Schwierigkeiten in der Erforschung des Krankheitsbildes, dabei 

stehen prinzipiell unterschiedliche Möglichkeiten zur Verfügung. Zum einen ist dies die 

klinische Forschung am Patienten mit individuell gewonnenen Parametern, 

Gewebeproben, klinischen Scores und subjektiven Angaben, zum anderen die in-vitro-

Forschung, welche organische Vorgänge außerhalb eines lebenden Organismus 

untersucht. Eine Übertragbarkeit dieser aus dem Gesamtkomplex herausgelösten 

Ergebnisse ist nur sehr eingeschränkt möglich, so dass die Forschung am lebendes 

Organismus die sog. invivo Forschung unabdingbar ist. Wie eingangs beschrieben, 

müssen die zu erforschenden Erkrankungen auf ein möglichst kleines Maß an 

Parametern heruntergebrochen werden. Die von außerhalb wirkenden Mechanismen 

müssen möglichst ausgeschaltet oder für die beteiligten Lebewesen identisch sein. 

Aus ethischen, logistischen und auch rechtlichen Gründen ist die Forschung am 

Menschen nicht möglich. Letztlich verbleibt nur die Verwendung von etablierten 

Tiermodellen. Eine identische Abbildung der humanen Erkrankung einer RA ist auch 

hiermit nicht möglich. Die Maus bietet jedoch ideale Voraussetzung hinsichtlich der 

invivo Erforschung als Modell der RA. Sie ist einfach zu halten, schnell zu vermehren 

und genetisch-immunologisch gut untersucht (Blake et al., 2017). Zum Erzeugen einer 

Arthritis stehen verschiedene Modelle zur Verfügung. Ziel ist es, mit möglichst 

geringstem Aufwand ein nahezu identisches Abbild zur humanen RA zu erzeugen. 
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4.2 Kollagen induzierte Arthritis 
 

In dieser Studie wurde in der Frühphase einer CIA mittels hochauflösender intravitaler 

Multifluoreszenz-Mikroskopie die zelluläre Entzündungsreaktion am venösen Endothel 

untersucht sowie der Einfluss von CCR3 und CD44 auf die Leukozyten-Endothel-

Interaktion invivo dargestellt. Als geeignetes Beobachtungsareal stellt sich das 

Kniegelenk der Maus dar. Der intraartikulär gelegene Hoffa`Fettkörper eignet sich 

durch seine gute Zugänglichkeit für die intravitale Mikroskopie.  

 

Um eine Arthritis zu etablieren, stehen mehrere Verfahren zur Verfügung. Das früher 

häufig genutzte Modell der Antigen induzierten Arthritis (AIA) wurde 1962 an 

Kaninchen entwickelt und wird seitdem genutzt. Auch für andere Kleinsäuger wurde 

dieses Verfahren verwendet. Das Mausmodell wurde durch Brackertz et al. erstmals 

beschrieben (Brackertz et al., 1977). Auch Großtiere wie Schafe fanden bereits 

Verwendung (Highton et al., 1997). Die Arthritis wird durch die subkutane Injektion von 

in CFA gelöstem Antigen induziert. Hunneyball et al. beschrieben eine mögliche 

Verstärkung der Reaktion dadurch, dass gleichzeitig eine intraperitoneale Injektion mit 

avitalen Bordetella pertussis erfolgte (Hunneyball et al., 1986). Eine Wiederholung der 

Antigeninjektion nach 7 Tagen bewirkt die Boosterung des Krankheitsverlaufs. 

Anschließend erfolgt nach weiteren 14 Tagen eine intraartikuläre Injektion mit dem 

bereits zuvor verwendeten Versuchsantigen. In diesem Gelenk, z.B. dem Kniegelenk, 

entwickelt sich die stärkste Form der Arthritis, ähnlich wie bei einem akuten Schub bei 

der RA (Dumonde et al., 1962).  Zügig nach der Injektion kommt es zur Ausprägung 

einer Monarthritis. Die intraartikuläre Pathologie beginnt schon wenige Stunden nach 

der Applikation mit elektronenmikroskopisch sichtbaren Knorpelläsionen (Henzgen et 

al., 1996). 

Das für die RA typische Pannusgewebe entwickelt sich auch bei der AIA durch T-Zell-

vermittelte-Infiltration von Leukozyten und durch die Proliferation von 

Synovialschleimhaut. Den Nachweis zur T-Zell-Beteiligung brachten Brackertz et al. 

dadurch, dass indem bei genetisch bedingter CD4+ T-Zellendepletion nur eine 

verzögerte und schwächere Arthritis induziert werden konnte. Die humorale Reaktion 

war schwächer, konnte jedoch durch eine Boosterung gesteigert werden. Die 

intraartikuläre Pathologie bestand jedoch nur sehr dezent. Der T-Zelltransfer von 

Arthritismäusen löste jedoch auch bei depletierten Tieren die typischen histologischen 

Veränderungen aus. Daraus kann geschlossen werden, dass die AIA hochgradig 
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durch T-Zellen vermittelt wird (Brackertz et al., 1977). Die für eine RA typische 

synoviale Follikelbildung bleibt jedoch in diesem Modell aus (Wagner et al., 1998). Der 

Vorteil der AIA ist das hochgradige Ansprechen auf die Induktion der Arthritis bei fast 

allen Mausstämmen durch die Umgehung des MHC II Komplexes.  

Der Nachteil dieser Methode liegt bei der Auslösung einer Monoarthritis. Aufgrund der 

unterschiedlichen klinischen und pathogenomischen Charakteristika im Vergleich zur 

humanen RA ergeben sich Bedenken bezüglich der klinischen Relevanz und 

Übertragbarkeit der AIA (Wooley et al., 2004; Hegen et al., 2008).  

 

Ein weiteres Modell ist die Adjuvanz-induzierte-Arthritis, ein altes Modell. Es wurde 

primär als Rattenmodell durch Pearson im Jahr 1956 etabliert. Nach subkutaner Gabe 

von CFA kam es bei empfindlichen Ratten zu periarthritischen Inflammationen. Durch 

die Hinzunahme von Mycobacterium-tuberculusis-Bestandteilen kam es dann auch 

zur Ausprägung von rheumatoiden Pathologien (Pearson et al., 1956). 

An der Ausbildung der Arthritis sind T-Zell-vermittelte Kreuzreaktionen, Hitze-Schock-

Proteine/HSP 65 (van Eden et al., 1988) und Proteoglykane (Holmdahl et al., 1989) 

beteiligt. 10-45 Tage nach der Induktion entsteht eine Form der akuten Arthritis, die im 

weiteren Verlauf wieder abklingt. Dieses Modell war die Grundlage zur Entwicklung 

der CIA durch Trenthem et al. und ist heute aufgrund der geringen Übertragbarkeit auf 

die humane Verlaufsform nicht mehr üblich.  

Das häufig genutzte Tiermodell der Maus zur RA ist die Kollagen-induzierte Arthritis. 

Es ist seit mehreren Jahrzehnten ein intensiv studiertes Tiermodell, das sowohl 

immunologische, pathologische und genetische Merkmale mit der humanen RA teilt 

(Ho et al., 1986; Holmdahl et al., 1990). Das Modell ist in genetisch empfänglichen 

Mausstämmen reproduzierbar und wird bei Maus- oder Rattenstämmen durch 

Immunisierung mit bovinem Kollagen Typ II Complete oder incomplete Freund`s 

adjuvans induziert (Holmdahl et al., 1989).  

Neben dem in dieser Studie Anwendung findenden Modell der CIA kommen weitere 

teilweise etablierte Methoden zum Einsatz. Zum Beispiel ist dies die 

Bakterienzellwand-induzierte-Arthritis, bei der es nach intraperitonealer Injektion von 

Streptokokkenzellwandbestandteilen zu einer milderen Ausprägung einer 

systemischen Arthritis kommt (Cromartie et al., 1977). Sie ist der RA sehr ähnlich. Soll 

eine höhere Inflammation erzielt werden, so muss eine erneute intraartikuläre 

Applikation durchgeführt werden. Diese triggert die lokale T-Zellenreaktion (Schwab et 

al., 1993). Weiter steht beim Mausstamm K/BxN die Entwicklung einer spontanen 
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Arthritis oder Transgene Arthritis als Modell zur Diskussion. In diesem Modell entsteht 

die Arthritis spontan bei Mäusen mit einer Dysregulation in der TNF-α-Expression in 

den Synovialzellen (Keffer et al., 1991). Der verwendete Mausstamm K/BxN ist eine 

Verbindung von KRN-Tieren mit verändertem TCR und NOD (non obese diabetes)-

Mäusen. Sie bilden Autoantikörper, die sich gegen die Glukose-6-Phosphat-Isomerase 

richten und eine rheumatoide Inflammation auslösen (Kouskoff et al., 1996).  

Transferiert man das Serum aus diesen Tieren, wird eine Arthritis nach 10-15 Tagen 

in Gang gesetzt (Christensen et al. 2016). Hierbei handelt es sich um eine aufwändige 

und kostenintensive Methode, was letztlich insgesamt für die Nutzung der CIA als 

Methode der Wahl spricht. Sie zeichnet sich durch eine hohe Übereinstimmung mit 

dem klinischen und histologischen Krankheitsbild der RA aus (Trentham et al. 1982). 

Es entwickeln sich erste Schwellungen und Rötungen der kleinen Vorfußgelenke, 

gefolgt von den Hinterpfoten, mit progredienten Funktionseinschränkungen bis hin zu 

Gelenkdeformitäten. Inflammatorische Gelenkveränderungen dominieren in den 

distalen Sprung-, Tarsal- und Interphalangealgelenken. Diese Tatsache geht mit der 

RA konform, die ebenfalls bevorzugt die kleinen Hand- und Fußgelenke befällt. Die 

mikrozirkulatorischen Effekte nach systemischer Antigenapplikation sind auf andere 

Untersuchungsregionen übertragbar, wobei sich womöglich in klinisch manifest 

betroffenen Gelenken die entzündlich bedingten Veränderungen der Mikrozirkulation 

noch deutlicher abzeichnen könnten. Die Gelenkhistologie der CIA entspricht der RA 

in Form der Zellinfiltration in das Synovialgewebe, Bildung von Pannusgewebe und 

Zerstörung von Knorpel- und Knochenmatrix (Trentham et al., 1977). Die Ausbildung 

von mikroskopisch sichtbaren Lymphfollikeln und rheumatypischen Granulomen bleibt 

aus (McNamee et al., 2015).  

Für das Modell der CIA sind insbesondere die Mausstämme DBA/1J, B10.Q geeignet. 

Bei ihnen liegt eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit für das Ansprechen auf die 

Arthritisausprägung nach Immunisierung mit Kollagen II (CII) in CFA (Kannan et al., 

2005). Typischerweise wird Rinder-/bovines Kollagen Typ II verwendet. Wird eine 

schnellere und ausgeprägtere Autoimmunreaktion gewünscht, kann nach 3 Wochen 

zusätzliche eine Boosterung der Arthritis mit CII mit Incomplete Freund`s adjuvans 

erfolgen (Hegen et al., 2008). Üblicher Weise beginnen 3-5 Wochen nach der 

Immunisierung bei der CIA die ersten klinischen Zeichen der Arthritis, das Maximum 

wird nach ca. 6 Wochen erreicht (Asquith et al., 2009).  Die im Vorfeld ablaufenden 

initialen Schritte der zellulären Inflammation am Endothel sind nicht erfasst. Aufgrund 

dessen steht in dieser Studie der Fokus auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion zu 
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einem frühen Zeitpunkt der Erkrankung ohne Boosterung. Eine Nachimmunisierung 

kann insbesondere dann verstärkend einbezogen werden, wenn das Ziel ist einen 

möglichst starken klinischen und histologischen Effekt zu erzielen. Möglicherweise 

könnte man den Effekt auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion auch noch deutlicher 

herausarbeiten.  

Wie auch bei der humanen RA ist die Empfänglichkeit für die CIA eng mit der 

Expression von Klasse-II-MHC-Allelen verknüpft (Wooley et al., 1981; Brunsberg et 

al., 1994). Im Allgemeinen ist das Ansprechen verbunden mit den MHC Klassen II I-

Aq, I-Ar und -H2q, daher kommt es bei anderen Mausstämmen als bei DBA/1J und 

B10.Q zu einer divergierenden Arthritisausprägung im Rahmen der CIA, so dass diese 

Mausstämme weniger geeignet sind (Asquith et al., 2009). Nach der Immunisierung 

kommt es bei der CIA zur Induktionsphase. Dabei ist die Arthritisentwicklung abhängig 

von der Stimulation der T-Zellpopulation und der Steigerung der spezifischen 

Autoantikörperproduktion.  Dies betrifft vor allem die IgG2a-Produktion gegen CII 

durch B-Zellen (Rosloniec et al.,2010; Watson et al.,1985). Das ist ein Vorteil zu 

anderen Modellen der RA, bei denen T-Zellen und B-Zellen primäre nicht beteiligt sind, 

z.B. bei der AIA oder K/BxN-Modell (Korganow et al., 1999). Autoreaktive T-Zellen, die 

gegen körpereigenes Gewebe gerichtet sind, erkennen Kollagen mittels zellständigem 

MHC und stimulieren B-Zellen zur Bildung vom Antikörpern. Diese sorgen durch 

Immunkomplexe für ein Aktivieren des Komplementsystems sowie ortsständiger 

Zellen und beschleunigen somit den Entzündungsprozess. Die Pathologie der CIA wird 

durch das komplexe Zusammenspiel von zellulären und humoralen 

Immunmechanismen bestimmt (van Lent et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass 

der klassische und der alternative Pathway des Komplementsystems verwendet 

werden. Die Faktoren C5a und C5aR sind zusätzliche Schlüsselfaktoren in der 

Pathogenese vom CIA-Modell (Andersson et al., 2014). An der Steuerung der 

Inflammation sind eine Vielzahl von aktivierenden und bremsenden Zytokinen beteiligt. 

Zu nennen sind TNF, IL-ß, G-CSF, GM-CSF, IL-6 und IL17 als aktivierende Zytokine 

und IL-4 als bremsendes Zytokin. In den Zytokinmustern unterscheiden sich die 

verschiedenen Arthritismodelle. So spielen beim K/BxN Modell TNF und GM-CSF nur 

teilweise eine Rolle und IL-6 und IL-4 sind überhaupt nicht beteiligt (Christensen et al., 

2016). Ein Aspekt, der für das CIA-Modell spricht, ist das robuste, erfolgreich und 

relativ identische inflammatorische Ansprechen auf die Arthritisinduktion, jedoch 

lediglich bei den dafür empfänglichen Mausstämmen wie DBA/1, B10.Q, und 
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B10.QRIII (Christensen et al., 2016). Das Mausmodell der CIA ist als etabliertes 

Verfahren vielfach mikrozirkulatorisch und immunologisch sehr gut untersucht. Es 

eignet sich hervorragend für diese Studie am Kniegelenk. Durch die Nähe zur 

humanen RA bestehen ideale Bedingungen zur in-vivo-Darstellung von zellulären 

inflammatorischen Effekten und weitere mikrozirkulatorische Analysen tragen 

möglicherweise zur Wissenserweiterung bei. Die hohe Konkordanz des CIA-Modells 

und der RA hat es zur am häufigsten eingesetzten Methode am Mausmodell gemacht 

(Brand et al., 2003; Christensen et al., 2016). Die Tabelle 4 stellt die 

Übereinstimmungen zwischen der RA mit der CIA dar.  

 
 
Tabelle 4: Pathologien der humanen RA und der CIA modifiziert (McNamee et al., 2015). 
 

  

Pathologie Humane rheumatoide Arthritis Mausmodell der CIA 

multiple Gelenkschwellungen Typisches Bild Ja, 21-28 Tage nach Immunisierung 
Synvialitis Typisches Bild Ja, 10 Tage nach Krankheitsbeginn 

Pannusgewebe Typisches Bild mit 

Knorpeldestruktion 
Ja, 7-10 Tage nach 

Krankheitsbeginn 
Knochenerosionen Typisches Bild Ja, 10 Tage nach Krankheitsbeginn 
Chronische Schmerzen Individuell vorhanden  Ja, bei Krankheitsbeginn 
Lungenfibrose Möglich Teilweise doch evtl. durch CFA 
Kardiale Pathologie Nicht typisch Mitbeteiligung möglich  
Konjunktivalle Entzündungen/Augen Nicht typisch Konjunktivitis möglich 
Citrullinierte Antikörper (CCP/ACPA) >90% positiv Ja, bei C57B1/6.Q Mäusen mgl. 
Rheumafaktoren (RF) >80% positiv Ja, bei C57B1/6.Q Mäusen mgl. 
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4.3 Auflichtilluminationsfluoreszenzmikroskopie und chirurgische Präparation 

 

Als Analyseverfahren für die Mikrozirkulation in Geweben stehen mehrere Techniken 

zur Verfügung. Man unterscheidet zwischen den „direkten“ und den „indirekten“ 

Verfahren. Indirekte Techniken sind die Mikrosphären-Technik (Vollmar et al., 1992; 

Anetzberger et al., 2003), die H2-Clearance-Technik (Day et al., 1989), die Laser-

Doppler Flowmetrie (Cai et al., 2016), die Partialdruckmessung des 

Gewebesauerstoffs (Vollmar et al. 1992; Zhang et al., 2015), die Verwendung der 

Thermographie (Saumet et al., 1986; Nitzan et al., 1988) und 

Mikrokorrosionspräparationen (Forsman et al., 1992). 

Das hier verwendete direkte Verfahren der IVM, ist ein bereits etabliertes Verfahren in 

der medizinisch-biologischen Forschung zur Echtzeitdarstellung von dynamischen 

mikrozirkulatorischen Abläufen, wie bei der Leukozyten-Endothel-Interaktion. 

Veihelmann et al. verwendeten die Methode erstmals erfolgreich, um nach einem 

Immunstimulus bei einer Arthritis die Mikrozirkulation charakterisieren zu können 

(Veihelmann et al., 1998, 1999). Insbesondere in der Frühphase der Arthritisinduktion 

stellt die Intravitalmikroskopie mit ihren heutigen Möglichkeiten eine ideale Methode 

zur mikrozirkulatorischen Analyse dar (Menger et al. 1999). Um dynamische zelluläre 

intravasale Abläufe darstellen zu können, ist die Zell- und Plasmamarkierung für die 

Intravitalmikroskopie nötig. Dabei verwendeten wir Rhodamin 6G als 

Fluoreszenzfarbstoff für die Leukozytenmarkierung und FITC-Dextran zur intravasalen 

Kontrastanhebung. Mit Hilfe der Fluoreszenzfarbstoffe und moderner 

Mikroskopiertechnik können verschiedene Abläufe zum Zelltod, Volumentransport, 

Plasmaextravasation, Endozytose und Diapedese beobachtet und untersucht werden 

(Dunn et al., 2002). Dabei ist die IVM nicht nur auf synoviale Regionen beschränkt. 

Auch andere Organsystem sind unter physiologischen und pathologischen 

Bedingungen intravital analysiert worden, z.B. das Herz (Tillmanns et al. 1993; Vollmar 

et al. 1995), das Gehirn (Villringer et al., 1989), die Leber (Vollmar et al., 1993/1996), 

sämtliche weiteren intra- und retroperitonealen Organe (u.a. Vollmar et al., 1994a) und 

Skelettmuskeln (Nolte et al., 1994; Menger et al., 1992a & b). Mittels 

Auflichtillumination konnten gezielte Untersuchungen zur Mikrozirkulation und deren 

zellulären Zusammenhängen bei Inflammationen, z.B. bei Transplantatabstoßungen 

und Autoimmunprozessen unternommen und die Therapie optimiert werden (Menger 

et al., 1993; Menger/Vollmar et al., 1996). Dabei werden die Farbstoffe intravasal 

injiziert und je nach ihren Eigenschaften in verschiedene Kompartimente verteilt. Die 
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limitierende Faktoren in der Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen sind der 

phototoxische Effekt und die eigene Induktion von zellulären Reaktionen in 

Abhängigkeit von Einstrahlungsintensität und Dauer in ihrem Anregungsspektrum. 

Das betrifft FITC-Dextran ebenso wie Rhodamin (Saetzler et al., 2016). Daher ist ein 

längerer Untersuchungszeitraum von 20-30 s zusätzlich zum Darstellungsprozess 

nicht sinnvoll. Außerdem sollten im Verlauf nicht bereits belichtete oder 

nebeneinanderliegende Gesichtsfelder untersucht einschränken. Das würde die 

Menge an Beobachtungsarealen und die max. Untersuchungszeit ein. FITC-Dextran 

wird zur Darstellung der Perfusionsverhältnisse in der intravitalmikroskopischen 

Untersuchung intravenös appliziert, wodurch eine Gefäßkontrastierung erreicht 

werden soll. Da die verwendeten Farbstoffe in zu hoher Dosierung die Ergebnisse 

durchaus ungünstig beeinflussen, galt es darauf zu achten, während der 

mikroskopischen Aufnahmen, die Dosis möglichst gering zu halten, um z.B. 

Thrombosierung zu vermeiden (Steinbauer et al., 2000).  

Die anschließende „Off-line“-Analyse des Videomaterials beinhaltet den Vorteil, die 

erhaltenen Ergebnisse unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit des einzelnen 

Versuchstiers und dem vorhergehenden experimentellen Ablauf objektiv auswerten zu 

können. Des Weiteren lassen sich die zu bestimmenden Mikrozirkulationsparameter 

auf der Grundlage des Programmes CapImage manuell und computergestützt sowohl 

quantitativ, als auch qualitativ untersuchen (Harris et al., 1997; Schmitt-Sody et al., 

2005).

Das Kniegelenk der Maus ist für die Intravitalmikroskopie aufgrund seiner 

zugänglichen Strukturen ideal geeignet. Durch wenige mikrochirurgische 

Arbeitsschritte ist der Synovialgewebe freigelegt. Dabei bleiben die Gefäßstrukturen 

unangetastet. Das Volumen von ca. 1-2mm3 ist gut lichtpermeabel und die vasalen 

Strukturen lassen sich zwischen Kapillaren, postkapillaren Venolen, Venen und 

Arterien besser differenzieren. Im Vergleich zum Fettgewebsvolumen am Kniegelenk 

der Ratte (6-8fach) sind die Mikroskopierbedingungen deutlich einfacher. Da jede 

chirurgische Intervention zu einer Aktivierung inflammatorischer Prozesse mit einer 

Steigerung der Mediatorausschüttung, der Gefäßpermeabilität sowie der 

Leukozytenadhärenz führen kann, wurde die zeitsparende chirurgische Intervention 

mit einer schnellen Fokussierung kombiniert (Kirveskari et al., 2003). Dadurch 

reduzierte sich der präparations- und darstellungsbedingte Einfluss der daher als 

eigener inflammatorischer Reiz unberücksichtigt bleiben kann. 
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Durch eine Ketamin-/Xylazinnarkose wird eine „dissoziative Anästhesie“ erreicht und 

es wird vermieden, dass eine stressbedingte Katecholamin- und Cortisol-

Ausschüttung die Leukozyten-Endothel-Interaktion während der Mikroskopierphase 

beeinflusst. Schutzreflexe bleiben bei der Ketaminnarkose erhalten, während die 

vitalen Funktionen weitgehend unbeeinflusst sind (Carroll et al., 1996). Ein 

beeinflussender Faktor für die Hämodynamik ist die Verwendung von Xylazin als 

Sedativum, ein α2-Adrenorezeptor-Agonist. Er wirkt außerdem als Analgetikum und 

Muskelrelaxans. Es ist bekannt, dass diese Substanzen nicht nur zentralnervös 

wirken, sondern zunächst an den peripheren α2-Adrenorezeptoren wirken und 

reflektorische Schwankungen des Herzminuten-Volumens auslösen. Daher kann es in 

der Narkose u.a. zu Bradykardien und atrio-ventrikulären-Überleitungsstörungen 

(Wright et al., 1982; Alef et al., 2003) oder einer Reduktion der Ventrikel-Kontraktion 

kommen (Benson et al., 1990; Löscher et al., 2006). Die Kombination mit Ketamin 

fängt diese Effekte größtenteils ab. Der relevanteste zentralnervöse Wirkort für 

Ketamin befindet sich am Glutamat-NMDA-Rezeptorkomplex. Ketamin ist ein 

schlaferzeugendes Hypnotikum und auch ein potentes Analgetikum, dass die 

Reflextätigkeit erhält. Weiterhin wirkt Ketamin hemmend auf die periphere 

Wiederaufnahme von Noradrenalin und Dopamin an der synaptischen Endplatte mit 

Verstärkung endogener und exogener Katecholamineffekte. Durch diese 

Mechanismen kommt es zu einer ausgeprägten Stimulation des Herz-Kreislauf-

Systems (Hevers et al., 2008; Fachinformation Ketamin, 2015). Neben kardialen, 

analgetischen, hypnotischen und psychogenen Effekten kommt es zu 

Bronchodilatation und somit zur Stabilisierung der Narkose. So entfällt die bei anderen 

Anästhetika bestehende Gefahr eines lebensbedrohenden Atemstillstands und damit 

die Notwendigkeit einer Atem- und Kreislaufüberwachung. Periphere vasoaktive 

Prozesse, Einflüsse auf die zelluläre Inflammation oder eine Veränderung in der 

Leukozyten-Endothel-Interaktion werden in der Literatur für Ketamin nicht 

beschrieben. Daher ist diese Kombination von Narkose und Darstellungstechnik ideal 

für diese Form des Kleintierversuchs geeignet. Die intravitale Mikroskopie ist als 

„direkte Technik“ anderen Verfahren, welche nur indirekte Aussagen über die 

Mikrozirkulation ermöglichen, überlegen. Die Verbindung aus der Intravitalmikroskopie 

des Kniegelenkes mit der CIA der Maus eignet sich hervorragend, um vorhandene 

Erkenntnisse zu den Arthritismodellen auszubauen und neue Aspekte zu 

Therapiestrategien und Pathogenese herauszuarbeiten.  
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4.4 Diskussion der Ergebnisse 
 

Die Pathologie und der Leidensdruck der rheumatoiden Arthritis sind durch 

Schmerzen, Schwellung, Rötung und Überwärmung geprägt. All dies sind 

Auswirkungen von inflammatorischen Prozessen, die lokal durch die Infiltration von 

Entzündungszellen verursacht werden. Im zellulären Zentrum der 

Inflammationsgenese stehen vor allem die Leukozyten. Kommt es in der Frühphase 

zur Aktivierung eben dieser zirkulierenden Zellen, so beginnt eine komplexe Kaskade 

von interzellulärer Interaktion und Kommunikation. Das bewirkt ein Verlassen des 

Intravasalraumes hin zu den noch unbemerkt erkrankten Gelenken. Voraussetzung 

dafür ist die Leukozytenadhäsionen in der Initialphase der CIA (Sehnert et al., 2006). 

Im weiteren Verlauf der Inflammation mit dem Übergang ins chronische Stadion nimmt 

die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wieder ab (Tu-Rapp et al., 2010; Veihelmann 

et al., 1999). Unter der Steuerung und Moderation dieser erstinfiltrierenden Leukozyten 

kommt es zum Ausbau der pathologischen Prozesse mit zunehmender Hyperplasie 

der intraartikulären Synovialzellen, so dass sich durch Anreicherung weiterer 

inflammatorischer Zellen und Zellreihen ein aggressives Pannusgewebe bildet. Durch 

lokale lytische Prozesse, Veränderung der Trophik und der synovialen Mikrozirkulation 

kommt zur Destruktion und zu einem zunehmenden Funktionsverlust des betroffenen 

Gelenks (Gearing et al., 1993). Um ein Abbild für die Frühphase der RA in der CIA zu 

erfassen und die Beeinflussung der Mikrozirkulation im peri- und intraartikulären 

Gewebe abzubilden, haben schon Veihelmann et al.  sowie Schmidt-Sody et al. mit 

Hilfe der IVM die Leukozyten-Endothel-Interaktionen am Modell der Albumin-

Induzierten Arthritis beschrieben (Schmitt-Sody et al., 2005; Veihelmann, et al., 1999). 

Angesichts eines entzündlichen Stimulus verlassen die Leukozyten vermehrt den 

zentralen Blutstrom, haften anfangs lose an der Gefäßendotheloberfläche und rollen 

über transient vermittelte Wechselwirkungen entlang der Wand (Butcher et al., 1991). 

Während des Aktivierungsstadiums beginnen beide Kontaktpartner, die Expression 

und/oder die Aktivität von Adhäsionsrezeptoren auf den Zelloberflächen zu steigern, 

bis es schließlich zu einer festen Adhäsion kommt (Cook-Mills et al., 2005). Letztlich 

können die Leukozyten den Intravasalraum durch TEM verlassen (Wittchen et al., 

2005).  Die lokale Produktion von Zytokinen durch Leukozyten, wie z.B. TNF-α, führt 

zu einer weiteren Produktion von mehr Zytokinen sowie zu einer hochregulierten 

Expression von Endothel-Leukozyten-Adhäsionsmolekülen wie ICAM und VCAM auf 
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deren Oberfläche. Die gesteigerte lokale Produktion und Präsentation spezifischer 

Chemokine bewirkt, dass die Leukozyten sich in der Umgebung des 

Inflammationsareals konzentrieren. Die Bindung dieser Chemokine an G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren auf Leukozyten, wie sie auch bei CCR3 gegeben ist, führt 

vermutlich zu einer schnelleren Aktivierung der β1- und β-2-Integrin-Aktivierung. Die 

feste Adhäsion wird durch die erhöhte Affinität der Leukozytenintegrine α4β1 (VLA-4), 

αLβ2 (LFA-2, CD11a/CD18) und αMβ2 (Mac-1, CD11b/CD18) Adhäsionsmoleküle wie 

VCAM, ICAM gefördert (Wittchen et al., 2009). Diese komplexen Interaktionen sind 

Voraussetzung für die anschließende Diapedese in das subendotheliale Gewebe mit 

weiterer Wanderung in angrenzende Strukturen und vermutlich auch mit Modulation 

der inflammatorischen Signalkaskade. Als Bestandteil der endothelialen Interaktionen 

und subendothelialen Migrationen kann das Oberflächenantigen CD44 gesehen 

werden. Es kommt auf Endothelzellen, subendothelialen Matrixzellen und auf 

Leukozyten vor. Als Verbindungsglied zwischen zwei CD44-Rezeptoren auf den Zellen 

dient die Hyaluronsäure, die bei gelenknahen Inflammation vermutlich in höher 

Konzentration vorhanden ist (Pure et al., 2001). 

In der vorliegenden Studie wurde intravitalmikroskopisch ein deutlicher Effekt auf die 

Leukozyten-Endothel-Interaktion gezeigt. Es konnte die antiinflammatorische Wirkung 

durch CCR3-Blockierung am DBA/1J-Mausstamm ebenso aufgezeigt werden wie der 

Effekt einer reduzierten Leukozyten-Endothel-Interaktion beim CD44 Knockout am 

B10.Q-Stamm. Die Einschränkung der Ergebnisinterpretation ist das Fehlen der 

„gesunden“ nicht immunisierten Vergleichsgruppe, daher besteht die Limitation einer 

potenziellen Überinterpretation der Ergebnisse. 
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4.4.1 CCR3 Blockierung - DBA/1J Stamm 
 

Es ist bekannt, dass CCR3 mit zahlreichen entzündlichen Prozessen assoziiert ist. 

Bisher wurde CCR3 im Rahmen der RA wenig berücksichtigt. Tu-Rapp et al., 

detektierten, dass bei der CIA an DBA/1J das Genexpressionsniveau für CCR3 

ansteigt und vermuteten eine Beteiligung am Pathomechanismus der RA. 

Liu et al. wiesen für die RA nach, dass die CCR3-Expression im Synovialgewebe und 

auch im peripheren Blut auf Leukozyten gesteigert ist. Die Hauptpopulation für CCR3+ 

Zellen im arthritischen Gelenk sind die Fibroblasten-ähnliche Synoviozyten. Im 

peripheren Blut sind es vor allem CD14+Zellen (Monozyten, Makrophagen) und 

CD90+-(=Thy-1) Leukozyten, die eine hochregulierte Expression von CCR3 haben. 

CD90 ist an der Vermittlung durch mehrere Integrine und wahrscheinlich einige noch 

unbekannte andere Rezeptoren für die Adhäsion von Leukozyten und Monozyten an 

Endothelzellen beteiligt (Rege et al., 2006). Für CD8+/CCR3+ zytotoxische T-Zellen 

kommt es zur reduzierten Expression bei der RA (Liu et al., 2017). Eotaxin-1, als 

Ligand von CCR3, verstärkt diesen Effekt durch zusätzliche Expression von CCR3. 

Eine verstärkte Bildung von CCR3 auf Synovialzellen und eine 

Konzentrationserhöhung von Eotaxin-1 im Plasma und in der Synovialflüssigkeit von 

RA deuten darauf hin, dass CCR3-vermittelte Mechanismen eine wichtige Rolle bei 

RA spielen (Liu et al., 2017).  

Die Ergebnisse der DBA/1J-Serie in der Frühphase der CIA bestärken diesen 

Sachverhalt. Unsere Untersuchungen zeigen auf, dass die präventive Gabe von 

CCR3-Antikörpern, als dreimalige Dosis, eine signifikante Suppression der zellulären 

Inflammation für Leukozyten am synovialen Endothel im Vergleich zur 

Scheinbehandlung bewirkt. Der blockierende Effekt von CCR3-Antikörpern auf die 

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bezog sich sowohl auf die lockere Adhärenz, das 

sog. Rolling, als auch auf die nachfolgende Phase der permanenten Adhärenz. Die 

Störung der CCR3-Ligand-Interaktion durch die Blockierung eines seiner Partner 

könnte die Entwicklung einer arthritischen Entzündung vermeiden, auch wenn dieser 

Prozess bereits begonnen hat. Jedoch muss einschränkend dargestellt werden, dass 

der Effekt von CCR3-Antikörpern nicht mit einer gesunden Vergleichsgruppe, ohne 

Immunisierung, untersucht wurde. Es ist also nicht sicher zu sagen, ob die Blockierung 

von CCR3 auch bei nicht erkrankten Tieren zu einer signifikanten Reduktion der 

Endothel-Interaktion führt. Unterschiede bezüglich struktureller Parameter wie FCD, 

Venolenoberfläche oder Blutstromeigenschaften (V-RBC) konnten nicht 
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nachgewiesen werden. Eine Vielzahl von Chemokinen und Rezeptoren könnte eine 

wichtige Rolle bei verschiedenen entzündlichen Gelenkerkrankungen spielen. Obwohl 

auch andere Rezeptoren beteiligt sind, könnte die Migration von CCR3-Positiven 

Zellen in Richtung des Synovialkompartiments eine Rolle in der Effektorphase 

verschiedener Formen von Arthritis spielen. Die Beteiligung von CCR3 am 

Pathomechanismus von Asthma und Allergien scheint ebenso gesichert. Es sind 

bereits eine Reihe von Substanzen entwickelt worden um den Rezeptor selektiv im 

Gewebe und bei Leukozyten zu hemmen. Jedoch besitzen eine Vielzahl von Zellen 

die Fähigkeit, CCR3 zu exprimieren, und die Eotaxine wirken mit anderen Chemokinen 

an CCR3 zusammen (Erin et al., 2002). CCR3 ist eng in die Pathogenese von 

Autoimmunerkrankungen eingebunden, und eine Blockade dieses Rezeptors bzw. der 

gesamten Eotaxin-Achse könnte ausgeprägte positive Effekte bei diesen Krankheiten 

haben (Abboud et al., 2015). Es ist anzunehmen, dass Anti-CCR3-Agenzien auch in 
therapeutischen Anwendungen für RA eine Rolle spielen könnten. Es ist zu erwarten, 

dass eine vollständige oder zu starke Blockierung der Eotaxin-CCR3-Achse auch zu 

unerwünschten Ereignissen führen kann, daher ist die Entwicklung von sog. 

Chemokin-Clearing-Molekülen ein attraktiver therapeutischer Ansatz, um pathologisch 

erhöhte Chemokin-Spiegel selektiv auf einen physiologischen Bereich senken 

(Abboud et al., 2015). 
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4.4.2 CD44 Knockout - B10.Q Stamm  

 

CD44 ist als ein Oberflächenantigen in einer Vielzahl von Isotypen bekannt. Die 

vielgestaltigen Strukturen von CD44 könnten die Ursache für die Multifunktionalität und 

die Fähigkeit sein, mit vielen Zelloberflächen und extrazellulären Liganden zu 

interagieren, wobei die wichtigste Struktur die Hyaluronsäure ist. Von den möglichen 

Funktionen des CD44 fokussiert sich dieser Versuchsaufbau auf die Leukozyten-

Endothel-Interaktion am synovialen Venolenendothel. Gierer et al. konnten in einem 

Arthritismodell zeigen, dass die Genexpression für CD44 gesteigert vorlag (Gierer et 

al., 2005). Was die Vermutung der Rolle für CD44 in diesem frühen Stadium der 

Arthritis unterstützte. In der Gelenkschleimhaut von Patienten mit RA konnten erhöhte 

Konzentrationen von CD44-Isoformen sowie deren Liganden, Hyaluronsäure 

nachgewiesen werden (Nedvetzki et al., 1999). Nedvetzki et al. erreichten durch 

Injektion von Anti-CD44-Antikörpern eine Reduktion der Inflammation bei CIA 

(Nedvetzki et al., 1999). In-vitro-Studien weisen darauf hin, dass CD44 ein wichtiger 

Bestandteil der RA-Manifestationen ist. Mehrere Publikationen zeigen den Rückgang 

von arthritischer Aktivität nach intravenöser Injektion von Anti-CD44-Antikörpern an 

DBA/1J- oder BALB/c-Mäusen bei CII- oder Proteoglycan-induzierter Arthritis. Die 

Beurteilungskriterien beschränken sich jedoch lediglich auf klinisch-histologische 

Einschätzungen (Mikecz et al., 1995; 1999; Verdrengh et al., 1995; Nedvetzki et al., 

1999). Publikationen über B10.Q-CD44-Knockout-Versuche bei CIA in Kombination 

mit intravitaler Darstellung sind bisher nicht bekannt. Mikecz et al., nutzten ein Modell 

der CIA mit CD44-defizienten DBA/1-Mäusen und zeigten eine reduzierte arthritische 

Aktivität, sowohl in Bezug auf die Inzidenz als auch auf den Schweregrad. Für die 

zelluläre Inflammation bestand eine verzögerte Infiltration von CD44-defizienten 

Lymphozyten in das Gelenkgewebe. Sie interpretieren ihre Untersuchungsergebnisse 

dahingehend, dass CD44 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Arthritis spielt, 

indem er den Leukozytenverkehr auf den Ort der Entzündung richtet (Stoop et al., 

2001, 2002). Das bestätigen auch unsere Daten in der Hinsicht, dass keines der B10.Q 

Knockout-Tiere klinische Arthritiszeichen aufwies und die Leukozyten-Endothel-

Interaktion signifikant niedriger war als in den CD44 kompetenten Tieren. 

Einschränkend muss man jedoch erwähnen, das auch CD44+/+ Mäuse keine 

klinischen Arthritiszeichen zeigten.  
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Der Aufbau und die Funktion des menschlichen CD44 ist dem der Maus ähnlich 

(Nedvetzki et al., 1999). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Erkenntnisse auf 

dem Menschen übertragen werden können und als potentielle therapeutische 

Methode dienen. Da das auslösende Antigen bisher nicht detektiert wurde, kann die 

primäre Phase der Krankheitsinitiierung nicht durch direkte Antigen-Targeting-

Therapie oder gar kausal behandelt werden. Die von Takahashi, Kelleher und Brennan 

et al., beschriebene Differenz in der Expression oder in der Konzentration von CD44 

bei peripheren Leukozyten und gelenkständigen Leukozyten bestärkt die These, dass 

die gesteigerte Expression von CD44 und das Vorhandensein von Hyaluronsäure in 

der Inflammationsregion eine Art „Filtereffekt“ für sensible aktive Leukozyten haben 

und eine weitere Verstärkung der lokalen Arthritis verursachen (Takahashi et al.,1992; 

Kelleher et al.,1995; Brennan et al., 1997). Wir konnten mit unseren Untersuchungen 

zeigen, dass das Oberflächenantigen CD44 einen wesentlichen Einfluss an der 

zellulären Inflammation am Synovialgewebe hat. So war die Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion beim Knockout von CD44 signifikant vermindert. Das ermöglicht einen 

tieferen Einblick in die zellvermittelte Inflammation in der Frühphase der RA in einem 

CIA Modell der Maus. Es muss jedoch limitierend aufgezeigt werden, dass ein 

Vergleich mit einer nicht immunisierten Versuchsgruppe nicht geführt wurde. Dies lässt 

die Argumentationen zu, dass auch ohne vorhanden sein einer CIA durch das Fehlen 

des CD44-Rezeptors eine geringere Endothelinteraktion vorhanden ist. In weiteren 

Untersuchungen muss daher nachgewiesen wie sich der CD44-Knockout-Effekt zum 

einen auf nicht immunisierte Mäuse auswirkt und zum anderen ob es Veränderungen 

der Wirkungsweisen bei CIA mit Boosterung und in Spätphasen kommt. 

Wenn durch diese Untersuchungen bestätigt wird, dass die Leukozyten-Endothel-

Interaktion und Migration von CD44 abhängig ist, kann dieses Oberflächenantigen als 

frühes Target in der therapeutischen Option betrachtet werden. Um eine weitere 

Spezifizierung der möglichen Therapie zu erreichen, wäre die Detektion der RA 

spezifischen Isoformen des CD44 von Vorteil. So bleiben unter selektiver Blockierung 

die gewollten physiologischen Funktionen bestehen.  
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5 Zusammenfassung 
 

Die rheumatoide Arthritis (RA) wird bei etwa 1-2% der Bevölkerung diagnostiziert und 

ist damit die häufigste Autoimmunerkrankung. Das typische Manifestationsalter liegt 

zwischen dem 40.-60. Lebensjahr. Kommt es zu einer genetischen Prädisposition, so 

steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit um das 5-10fache an. Eine genaue Ursache 

ist bis heute nicht sicher bekannt. Unbehandelt verläuft die Erkrankung im allgemeinen 

chronisch-progredient, polyarthritisch gelenkzerstörend mit drohender frühen 

Arbeitsunfähigkeit und geht mit Erhöhung der Mortalität gegenüber der 

Normalbevölkerung einher. Durch Fortschritte in der Erforschung der Ätiologie und 

Pathogenese kam es zu einem Wandel der therapeutischen Optionen, weg von 

systemischer Immunsuppression hin zu differenzierten sog. Targeted-

Therapiestrategien. Durch die Nutzung von zielgenauen monoclonalen Antikörpern auf 

der Ebene von Oberflächenantigenen, Interleukinen und Chemokinen konnten die 

Raten der Remissionen gesteigert und vorzeitige Gelenkdestruktionen zurückgedrängt 

werden. Ein besseres detailliertes Verständnis, insbesondere der Initiation der RA, ist 

Voraussetzung für die Entwicklung neuer effizienter Therapieansätze. Sicher ist, dass 

die Pathogenese der RA einer Vielzahl von endogenen und exogenen Faktoren 

unterliegt. Daher ist die Verwendung von Tiermodellen für die invivo Diagnostik eine 

adäquate Methode. Beim Modell der CFA/Kollagen II induzierten Arthritis (CIA) wurde 

an zwei Kollagen-sensiblen Mausstämmen (DBA/1J und B10.Q) beiden Stämmen eine 

Autoimmunarthritis durch subkutane Injektion von 125μg bovinem Kollagen II in 

komplettem Freud‘schem Adjuvans (CFA) induziert. Auf eine  Nachimmunisierung 

wurde verzichtet. In der DBA/1J-Serie erhielten die Hälfte der Tiere am 21.,24. und 27. 

einen monoclonalen Antikörper (MAB1551; R&D Systems) gegen den CCR3 (CD193) 

und die übrigen Tiere einen Kontroll-AK. 4 Wochen nach Induktion, jedoch vor dem 

Einsetzen klinischer Krankheitszeichen, wurden die Tiere narkotisiert und die Synovia 

des Kniegelenks nach Durchtrennung der Patellarsehne für die Multifluoreszenz-

Intravitalmikroskopie (IVM) exponiert. Anschließend erfolgte die invivo-Mikroskopie 

unter bis 400-620-facher Vergrößerung in blauem bzw. grünem Licht bei i.v. 

Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran sowie Rhodamin-6G.  

Im zweiten Studienteil der B10.Q-Serie wurde durch identisches Vorgehen eine 

Autoimmunarthritis induziert. Bei der Hälfte der Tiere bestand ein Knockout (-/-) für das 
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Oberflächenantigen CD44. CD44 ist ein leukozytärer Adhäsions-Rezeptor. Die IVM 

wurde ebenfalls 4 Wochen nach Arthritisinduktion durchgeführt. 

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von CCR3 und CD44 auf die zelluläre 

Entzündungsreaktion am synovialen Venolenendothel zu untersuchen und mittels 

hochauflösender Multifluoreszenz-Mikroskopie zu charakterisieren. Es konnte 

signifikant anhand der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion gezeigt werden, dass die 

subkutane Injektion von bovinem Kollagen II zu einer massiven Entzündungsreaktion 

in der Synovia des Kniegelenks bei den Kontrolltieren führte. Tiere, welche mit dem 

Antikörper (AK) gegen CCR3 vorbehandelt wurden, zeigten eine deutlich verringerte 

zelluläre Inflammation. Der Nachweis des CCR3-Antikörper-Effekt bei nicht 

immunisierten Tieren steht aus und begrenzt die Interpretationsweite der Ergebnisse. 

Die funktionelle Kapillardichte als Maß der nutritiven Perfusion zeigte keinen 

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Im zweiten Studienteil (B10.Q, CD44-

/- gg. CD44+/+) bestand ebenfalls eine ausgeprägte zelluläre Entzündungsreaktion am 

synovialen Venolenendothel, wobei die Tiere mit dem CD44-/- eine signifikant geringe 

Rate von lockerer Leukozytenadhärenz (rollende Leukozyten/30s) und fester 

Leukozytenadhärenz (adhärente Leukozyten/mm2) aufwiesen. Auch hier besteht die 

o.g. Begrenzung der Ergebnisinterpretation durch das Fehlen der Vergleichsgruppen. 

 

Wir konnten mit unseren Untersuchungen mit entsprechenden Einschränkungen 

zeigen, dass die Oberflächenantigene CD44 und CCR3 einen wesentlichen Einfluss 

an der zellulären Inflammation am Synovialgewebe haben könnten. Das ermöglicht 

einen tieferen Einblick in die zellvermittelte Inflammation in der Frühphase der RA in 

einem CIA-Modell der Maus. Aus der Arbeit könnte abgeleitet werden, dass die 

Reduktion der mikrovaskulären Leukozytenadhärenz mit Minimierung der folgenden 

transendothelialen Infiltration und Vermeidung der Inflammatinskaskade durch die 

gezielte Adressierung von CCR3 und CD44 möglich ist. Durch Ausweitung der 

Versuchsgruppen in Folgeexperimenten wäre eine Untermauerung der Ergebnisse 

möglich. Das kann langfristig in Behandlungsmethoden von therapeutischer 

Bedeutung sein.  
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7 Anhang 
 
Abkürzungsverzeichnis 
 
°C   Grad Celsius 

Abb.   Abbildung 

ACPA  Anti citrullinated peptide/protein antibodie 

AIA   Antigen-induzierte Arthritis  

ALP  Antileukoproteinase 

AS  Aminosäure 

CAIA   Anti-Kollagen ΙΙ Antikörper-induzierte Arthritis 

CD  Cluster of differentiation  

CFA   Komplettes Freund`sches Adjuvans   

CIA   Kollagen-induzierte Arthritis 

CRP   C-reaktives Protein 

CІІ    Kollagen ΙΙ 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  

et al.   et alii, und andere 

FCD   Funktionelle Kapillardichte       

FITC    Fluoresceinisothiocyanat 

g    Gramm 

h    Stunden 

HLA  Humanes leukozytäres Antigen 

IVIg   Immunglobulintherapie       

i.p.    intraperitoneal 

i.v.    intravenös  

ICAM   Intercellular Cell Adhesion Molecule 

IL    Interleukin 

IVM    Intravitale Fluoreszenzmikroskopie    

kd    Kilodalton 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KG   Körpergewicht 

kg    Kilogramm 

LFA   Lymphocyte function-associated antigen       

LPS   Lipopolysaccharide 

MG   Molekulargewicht 

mg    Milligramm 

MHC   Major Histokompatibility Komplex  

mind.   mindestens 

mm   Millimeter 

n   Number, Anzahl 

NaCl   Kochsalzlösung NF-κB nuclear factor kappa B nm Nanometer 

NOD   non obese diabetes 

p   statistisches Signifikanzniveau 

PBS   Phospate buffered Saline 

PECAM  Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule  

pH   pH-Wert 

RA   Rheumatoide Arthritis 

s   Sekunden 

s.c.  Subkutan 

SEM   Standardfehler des Mittelwertes 

sog.   Sogenannt 

TCR   T-Zell Rezeptor 

TMD   Transmembran-Domäne 

TEM  Transendotheliale Migration 

TNF-α   Tumor-Nekrose-Faktor-α 

VCAM   Vascular Cell Adhesion Molecule 

VCAM-1 Vasculares Zelladhesionmolecule 

vRBC   venöse Erythrozytengeschwindigkeit 

μl   Mikroliter 

μm   Mikrometer  
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Thesen zur Dissertation 
 

„Die Rolle von CD44 und CCR3 bei der rheumatoiden Arthritis in einem Tiermodell der 

antigeninduzierten Arthritis“ 

 
1. Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entzündliche Erkrankung vor 

allem des Bewegungssystems mit einer Prävalenz von ca. 1-2%. Die 

derzeitigen Therapieoptionen erlauben nur eine Remission des 

Krankheitsverlaufs. Eine kausale Therapie ist bisher nicht möglich. Bei 

aggressivem Verlauf kann es frühzeitig zu einer Invalidität und 

Arbeitsunfähigkeit kommen. Die Mortalität gegenüber Normalbevölkerung ist 

gesteigert. Klinische Studien zeigen einen Wandel von globaler systemischer 

Therapie hin zur Antigen-Targeting-Therapie. 

2. Ätiologie und Pathogenese werden zunehmend besser verstanden, aber ein 

vollständiges Wissen existiert noch nicht. Momentane vielversprechende 

Ansätze liegen in der Erforschung einer gestörten Autoimmunität, genetischer 

Prädispositionen, exogener Faktoren oder in der Kombination dieser 

Komponenten. 

3. Die gesteigerte Leukozyten-Endothel-Interaktion ist ein zentrales Element in 

der Pathogenese der RA. Durch die Beeinflussung der synovialen Inflammation 

kommt es zu einer Veränderung der Inflammationskaskade.  

4. Ein besseres, detailliertes und mechanistisches Verständnis zur Initiation der 

rheumatoiden Arthritis ist die Voraussetzung für die Entwicklung neuer, 

effizienter Therapieansätze. 

5. Tiermodelle dienen einer möglichst getreuen Imitation von humanen 

Erkrankungen und sind momentan alternativlose Modelle um die Pathogenese 

und Therapieoptionen invivo abzubilden, ohne dass diese durch hohe Varianz 

von Genetik und exogenen Faktoren verfälscht werden.  

6. Die CFA/Kollagen II-induzierte-Arthritis (CIA) ist ein viel genutztes Tiermodell 

zur rheumatoiden Arthritis. Die Auflichtilluminationsfluorezenzmikroskopie kann 
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die synoviale Mikrozirkulation des Kniegelenkes invivo darstellen. Dabei wird 

sowohl die Mikrohämodynamik als auch die Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion erfasst. 

7. Der C-C-Chemokin-Rezeptor Type 3 (CCR3/CD193) ist G-Protein-gekoppelt 

und bindet und reagiert mit einer Vielzahl von Chemokinen. Die 

Hauptpopulation für CCR3+-Zellen im arthritischen Gelenk sind die 

Fibroblasten-ähnliche Synoviozyten. Im peripheren Blut sind es vor allem 

CD14+ Zellen (Monozyten, Makrophagen) und CD90+ (=Thy-1) Leukozyten. 

8. In arthritissensiblen Stämmen könnte die Inhibition von Leukozyten-Endothel-

Interaktion durch die Injektion eines monoclonalen Antikörpers gegen CCR3 bei 

DBA/1J-Mäusen und durch den CD44-Knockout bei B10.Q-Tieren Bedeutung 

erlangen 

9. In den für Arthritis empfänglichen Mausstämmen (DBA/1J, B10.Q) trat nach 

Arthritisinduktion eine zelluläre Immunantwort mit veränderter Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion auf. 

10. Die mehrmalige Injektion des monoclonalen Antikörpers gegen CCR3 könnte in 

der Frühphase der CIA zu einer Reduktion der zellulären Inflammation führen. 

11. Der CD44-Knockout an B10.Q-Tieren lässt eine klinisch unauffällige 

Mausentwicklung zu. In der Frühphase einer CIA kann es zu einer Reduktion 

der zellulären Inflammation. 

12. Die Reduktion der synovialen Leukozytenadhärenz und Vermeidung einer 

Inflammation durch die gezielte Adressierung von CCR3 und CD44 ist möglich 

und könnte von therapeutischer Bedeutung sein.  

13. Durch Ausweitung der Untersuchungsgruppen und ggf. Verstärkung der  

Immunisierung könnten die Ergebnisse weiter gestärkt werden.   




