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1 Einleitung
Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Knorpel- und Gelenkdestruktion bei

rheumatischen Arthritiden  und vermutlich auch bei degenerativen

Gelenkerkrankungen [1, 5, 6, 40]. Zytokine sind nichtendokrine Proteine oder

Glykoproteine, die Zellen in ihrer Aktivität zu beeinflussen vermögen [2].

Zytokine entfalten ihre Hauptwirkung als Mediatoren bei Entzündungen und

entzündlichen Gelenkzerstörungen [16]. Hier sind besonders verschiedene

Interleukine, speziell das Interleukin-1, und der Tumor-Nekrose-Faktor-α zu

nennen [52]. Interleukin-1 wurde erstmalig in den frühen siebziger Jahren

identifiziert [30], Tumor-Nekrose-Faktor-α Anfang der achtziger Jahre [10].

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war, mögliche Korrelationen zwischen dem

radiologisch nachweisbaren Grad der Destruktionen der zur Untersuchung

anstehenden Kniegelenke von Arthritikern und Arthrotikern und den in der

Synovialflüssigkeit nachweisbaren Spiegeln einzelner Zytokine und

knorpelabbauender Enzyme insbesondere Tumor-Nekrose-Faktor-α zu

untersuchen [51].

Da bei dem immer noch schwer durchschaubaren Zytokin-Netzwerk mit seiner

ungeheuren Menge an Interaktionen sowohl im fördernden als auch

inhibitorischen Sinne das Messen einzelner Parameter durchaus in die Irre

führen kann, wurden in der vorliegenden Arbeit zusätzliche, im Netzwerk

nahestehende Zytokine mituntersucht. Dies diente zum einen einer möglichen

Validierung, zum anderen der Beantwortung erweiterter Fragestellungen. Die

wichtigsten zusätzlich erhobenen Parameter waren IL-1α, IL-1β, IL-1-

Rezeptor-Antagonist, IL-6 und IL-8, zusätzlich auch die Kollagen abbauenden

Enzyme sowie die Casein abbauenden Enzyme als globale Meßparameter für



6

matrixabbauende Enzyme. Diese Enzyme sind in diesem Zusammenhang von

speziellem Interesse, da sie unter dem Einfluß der o.a. Zytokine, hier vor allem

des IL-1 und des Tumor-Nekrose-Faktors-α vermehrt von relevanten Zellen -

zum Teil Chondrocyten, zum Teil Fibroblasten - synthetisiert werden.

Bereits 1972 untersuchten Horton und andere in vitro die Wirkung von TNF

zunächst auf den Zahnhalteapparat, später auch auf andere Knochen [38].

Hierbei stellte sich u. a. heraus, daß TNF die osteoklastische Aktivität in

Kulturen von fetalen langen Rattenknochen steigerte. Daraus resultierte die

anfängliche Bezeichnung Osteoklasten aktivierender Faktor. TNF sorgt nicht

nur für eine Verringerung des Mineralgehaltes der Knochen, sondern führt auch

zu einem proteolytischen Abbau der Kollagenknochenmatrix. Diese Effekte

können inhibiert werden durch Cortison, Calzitonin und Phosphate [38].

Die anfänglich nur Interleukin-1 α und β zugeschriebenen Einflüsse auf die

Knochenresorption fanden sich später auch bei TNF [35]. Die Effekte von

Tumor-Nekrose-Faktor-α differieren offenbar von denen anderer Faktoren, die

das Wachstum von Osteoklastenvorstufen regulieren. Hier ist zu nennen der

koloniestimulierende Faktor und TGF-α. Diese Faktoren erfordern 1,25-

Dihydroxyvitamin D für die Aktivierung der Osteoklasten, während TNF, aber

auch Interleukin 1, in der Lage sind, Osteoklasten ohne die Anwesenheit von

1,25-Dihydroxyvitamin D zu beeinflussen [56].

Es ist sehr wahrscheinlich, daß einige der Effekte von TNF auf Osteoklasten

durch Interleukin 1vermittelt werden, wofür spricht, daß neutralisierende

Antikörper gegen IL-1 die TNF-induzierte Osteoklastenformierung verhindern

können [58]. Hierfür sprechen auch die Untersuchungen von Garrett [29]. Der

Nachweis der Stimulationsfähigkeit der Osteoklasten zur Knochenresorption

durch TNF in vivo wurde u.a. durch Boyce geführt. Er fand heraus, daß TNF-
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ebenso wie Interleukin-1- eine Zunahme der Osteoklastenaktivität an der

endostalen Oberfläche von Mäuseknochen bewirkte [13].

TNF scheint zusätzlich nicht nur die Proliferation von Osteoblastenvorläufern

zu hemmen, sondern auch unterschiedliche Funktionen in diesen Zellen [9].

TNF bewirkt auch eine Abnahme der Synthese kollagenaseverdaulicher

Proteine [62]. Saklatvala und andere zeigten, daß humaner TNF eine

dosisabhängie Abnahme der Proteoglycan-Synthese bewirkt, allerdings ohne

Effekt auf eine Kollagensynthese. Bei der Gewebszerstörung in den Gelenken

von Patienten mit rheumatoider Arthritis ist TNF möglicherweise ein weniger

wichtiger Mediator als das Interleukin-1. Injektionen von TNF in rheumatisch-

entzündliche Gelenke führen zu einer geringeren entzündungsfördenden

Wirkung als die auslösende Gabe von Interleukin-1. In Kombination mit

Interleukin-1 kommt es zu einer gesteigerten Wirkung gegenüber der Gabe der

beiden jeweils einzelnen Zytokine [67].

TNF steigert die Produktion von Kollagenase und Prostaglandin E2 durch

Chondrozyten und Synovialzellen in ähnlicher Weise wie IL-1 [21].

1.2 Zytokine und Gelenkdestruktion

Histopathologisch ist bei der rheumatoiden Arthritis, aber auch bei anderen

chronisch entzündlichen Gelenkerkrankungen, eine Hyperplasie der Lining cell-

Schicht, eine Infiltration der Synovialmembran mit Monocyten/Makrophagen

und Lymphozyten sowie eine unterschiedlich stark ausgeprägte Destruktion des

Knorpels festzustellen. Je nach Verlauf kommt es zusätzlich zu einer unter

Umständen starken Erosion des gelenknahen Knochens.

Interleukin-1 und Tumor-Nekrose-Faktor-α können die Synthese der

Knorpelmatrix unterdrücken [45, 52]. Sie können aber auch Chondrozyten zur

Synthese von Matrix-abbauenden Proteasen aktivieren wie z.B. der 92 kDa
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Kollagenase und Stromelysin [47]. Beide Zytokine stimulieren synergistisch

oder additiv [48, 64, 65] Chondrozyten zur Produktion von Granulozyten-

Makrophagen-Koloniestimulierendem Faktor (GM-CSF) [2, 17]. Zusätzlich

unterdrücken sie die Produktion von Protease-Inhibitoren durch Chondrozyten

und Synovialzellen [73, 65]. Weitere Effekte von IL-1 und TNF-α schließen die

Stimulierung der Prostaglandin-Produktion durch synoviale Fibroblasten [21,

22] und die Aktivierung von Osteoklasten mit konsekutiver Knochenresorption

ein [36, 72]. Die Einwanderung von Leukozyten wird ebenfalls gefördert, wobei

dies wahrscheinlich durch die Verstärkung der Expression von interzellulären

Adhäsionsmolekülen bei Synovialzellen zustande kommt [71]. Eine

Aktivierung der Phospholipase in Knorpelzellen von Ratten durch TNF und

Interleukin-1 wurde ebenfalls beschrieben [67].

Weiterhin zeigen Untersuchungen in vitro und in vivo, daß die katabolen

Effekte von IL-1 und TNF-α auf Gelenkstrukturen offenbar synergistisch sind

[45].

Mindestens zwei lösliche TNF-Rezeptoren sind bekannt (TNF-sR55 und TNF-

sR75), welche beide die Effekte von Tumor-Nekrose-Faktor-α zu modulieren

vermögen [60], auch für IL-1 sind in der humanen Synovialflüssigkeit lösliche

Rezeptoren nachgewiesen worden. Unter anderem wurde dieser Nachweis von

Burger und anderen geführt [15]. IL-1 lösliche Rezeptoren (IL-1sR) binden IL-1

und verringern die freien Konzentrationen des löslichen Zytokins, hemmen

daher seine Bindung an den Zelloberflächenrezeptor. IL-1 löslicher Rezeptor

kann zusätzlich binden an IL-1 Rezeptor Antagonist. Burger und andere

untersuchten auch den gleichzeitigen Effekt auf die Produktion von

Kollagenase und PGE2 durch menschliche dermale Fibroblasten und

Synovialiszellen, stimuliert entweder durch IL-1α oder IL-1β [15].
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1.3 Beschreibung relevanter Zytokine im Rahmen der Gelenk-

destruktion unter besonderer Berücksichtigung von Tumor-

Nekrose-Faktor alpha

In der TNF-Familie unterscheidet man zwei distinkte Proteine, die als Tumor-

Nekrose-Faktor-α (Cachectin) und Tumor-Nekrose-Faktor-β (Lymphotoxin)

bezeichnet werden [63]. Diese binden an den gleichen Rezeptor.

Die Synonyma für Tumor-Nekrose-Faktor-α (Cachectin, Cytotoxin,

differentiation inducing factor; endogenous pyrogen; haemorrhagic factor;

macrophage cytotoxic factor; macrophage cytotoxin) erinnern an die

ursprünglich beobachteten Effekte dieses Zytokins.

Unter physiologischen Bedingungen wird TNF-α von Makrophagen zusammen

mit Interleukin-1 und anderen Monokinen sezerniert, ein Vorgang, der durch

Lipopolysaccharide erheblich angeregt werden kann. CD4+ -Zellen sezernieren

Tumor-Nekrose-Faktor-α ebenfalls, zusätzlich  auch stimulierte periphere

Neutrophile, aber auch nicht stimulierte Zellen wie Astrozyten, glatte

Muskelzellen und Fibroblasten. Als Stimuli für die Synthese von Tumor-

Nekrose-Faktor-α gelten Interferone, Interleukin-2, GM-CSF (granulocyte-

makrophage-colony-stimulating factor), Substanz P, Immunkomplexe,

Inhibitoren der Cyclooxygenase und PAF (platelet activating factor). Inhibiert

wird die Herstellung von TNF u.a. durch Interleukin-6, TNF-β, Vitamin D3,

Prostaglandin E2, Dexamethason, Cyclosporin A und Antagonisten von PAF

[24].

Humaner Tumor-Nekrose-Faktor-α ist ein nicht glycolysiertes, 17kDa Protein

von einer Länge von 157 Aminosäuren [7]. Tumor-Nekrose-Faktor-α bildet

Dimere und Trimere aus und ist zu ca. 30% mit Tumor-Nekrose-Faktor-β

homolog [5]. Neben der löslichen Form gibt es eine weitere 26kDa-Form in der

Zellmembran, die möglicherweise parakrin wirkt. Die kleinere Form entsteht
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aus dem hochmolekularen, 233 Aminosäuren langen Vorläuferprotein. Die

einzige intramolekulare Disulfidbrücke kann zerstört werden ohne die

biologische Aktivität zu beeinflussen. Die Mutationen Ala84→Val und

Val91→Ala reduzieren die zytotoxische Wirkung fast vollständig. Die

biologische Wirkung des Tumor-Nekrose-Faktor-α wird durch spezifische

Rezeptoren vermittelt. Ca. 500 - 10.000 hochaffine Rezeptoren (Ka = 2,5 x 10-

9M) werden mit Ausnahme von Erythrozyten an allen Körperzellen exprimiert,

wobei kein Nachweis eines Zusammenhanges zwischen Rezeptordichte und

Reaktion der Zellen bekannt ist. Der Rezeptor für Tumor-Nekrose-Faktor-α

bindet auch Tumor-Nekrose-Faktor-β.

Tumor-Nekrose-Faktor-α hat eine Reihe von biologischen Aktivitäten und

wirkt nicht spezifisch. Er sorgt für die Zytolyse oder Zytostase vieler

Tumorzell-Linien in vitro. Empfindliche Zielzellen sterben bereits nach

wenigen Stunden ab, wenn sie geringen Konzentrationen des Tumor-Nekrose-

Faktor-α ausgesetzt werden. Er induziert die haemorrhagische Nekrose von

transplantierten Tumoren, verstärkt die Phagozytose und Zytotoxizität von

polymorphkernigen Neutrophilen und moduliert die Expression vieler Proteine

[2].

Tumor-Nekrose-Faktor-α führt innerhalb weniger Stunden nach Injektion zu

einer Zerstörung der einen malignen Tumor versorgenden feinen Blutgefäße,

somit zu einer haemorrhagischen Nekrose und zum Absterben der Zellen. In

vivo ist TNF-α u.a. mit Interleukin-1 für viele Veränderungen im Endothel

verantwortlich. Hier werden antikoagulatorische Mechanismen gebremst und

thrombotische Ereignisse begünstigt, somit Thrombosen, Sklerosen,

Vaskulitiden und disseminierte intravasale Gerinnungen gefördert . Zusätzlich

wird die Adhärenz von Neutrophilen verstärkt [72]. In vitro hemmt TNF-α das

Wachstum von Endothel sehr stark, in vivo wird die Angiogenese stark
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gefördert. TNF-α wirkt als Wachstumsfaktor für menschliche diploide

Fibroblasten und unterstützt hier die Synthese von Kollagenase und

Prostaglandin E2. Gemeinsam mit IL-1-β moduliert TNF-α auch die Synthese

von Kollagenase III [57]. In ruhenden Makrophagen wird die Synthese von IL-1

und Prostaglandin E2 induziert, die Phagozytosefähigkeit und die Synthese von

Superoxid - Dismutase wird ebenfalls stimuliert, zusätzlich auch die

Ausbildung von HLA-Antigenen der Klassen 1 und 2 sowie u.a. die

Biosynthese von Kollagenase in Endothelzellen und Synovialzellen. Inhibiert

wird die Synthese von Lipoproteinlipase [24].

Für eine normale Immunantwort ist TNF-α unerläßlich. Eine Hyperexpression

führt jedoch zu pathogenen Effekten. TNF-α ist der Hauptmediator für die bei

Tumorpatienten beobachtete Kachexie, zusätzlich verantwortlich für die

Toxizität bei Gram-negativer Sepsis, da Antikörper gegen TNF hier einen

protektiven Effekt haben.

TNF-α aktiviert - und dies ist eine für die vorliegende Untersuchung wichtige

Eigenschaft – die an der Knochenresorption beteiligten Osteoklasten. Somit

unterdrückt TNF durch Förderung des Abbaus indirekt die Knochenneubildung.

Bisherige Versuche zur klinischen Anwendung der TNF-Fähigkeit, spezifisch

auf maligne Zellen zu wirken, verliefen bislang nicht erfolgversprechend. Von

klinischer Relevanz sind derzeit eher die Tumor-Nekrose-Faktor Hemmer, die

in der Synovia von r.A.-Patienten gefunden werden [59], wobei diese

Inhibitoren evtl. auch beim septischen Schock eingesetzt werden können. Der

Einsatz von monoklonalen Anti-TNF Antikörpern - z.B. beschrieben von Maini

und Brennan [44] – erscheint bei der rheumatoiden Arthritis vielversprechend.
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1.4 IL-1αααα, synonym BAF (B-zellaktivierender Faktor), LAF

(Lymphozyten aktivierender Faktor), EP (endogenous pyrogen). IL-

1 ββββ entspricht unter anderem OAF (Osteoklasten aktivierender

Faktor) und Catabolin

Auch IL-1 wird überwiegend von aktivierten Makrophagen (Alveolar -

Makrophagen, Kupffer’sche Sternzellen, adhärente Milz- und Peritonealzellen),

Monozyten und peripheren Neutrophilen gebildet. Zwei funktionell

gleichwertige Formen liegen vor, das IL-1 α,(17 kDa, 159 Aminosäuren) und

IL-1 β, (17 kDa und 153 Aminosäuren). Aus IL-1 β besteht die Hauptmenge des

sezernierten Interleukins. Beide Proteine haben nur einen geringen Grad an

Homologie. Bei IL-1 hat das intrazelluläre Vorläufermolekül keine erkennbare

hydrophobe sekretorische Signalfrequenz. Das reife IL-1 entzieht sich den

Nachweisen im  Zellinneren und wird wahrscheinlich an der Membran oder

extrazellulär prozessiert. IL-1 hat ein weites Spektrum an biologischen

Aktivitäten, das von den oben angegebenen unterschiedlichen synonymen

Bezeichnungen abgeleitet werden kann. Die Hauptwirkung von IL-1 ist die

Stimulierung von T-Helferzellen zur Produktion und Sekretion von Interleukin

2. Interleukin fördert zusätzlich die Proliferation von B-Zellen und ist

zusammen mit dem Tumor-Nekrose-Faktor-α an Entzündungsreaktionen

beteiligt. Zusätzlich steigert es die Sekretion von Kollagenase. Dadurch

antagonisiert IL-1 den durch den transformierenden Wachstumsfaktor

ausgelösten Effekt auf den Aufbau der extrazellulären Matrix. IL-1 aktiviert die

Osteoklasten und greift somit direkt in den Knochenstoffwechsel ein [41].

Ergänzend ist zu erwähnen, daß IL-1und ebenso IL-6 die Synthese von ACTH

stimulieren. Die als Reaktion hierauf ausgeschütteten Glukocorticoide

inhibieren wiederum die Produktion von IL-1 und IL-6 sowie von Tumor-
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Nekrose-Faktor, so daß hier von einem negativen Regelkreis gesprochen

werden kann [36].

Die im Blut gemessenen IL-1α und β Konzentrationen korrelieren bei Patienten

mit rheumatoider Arthritis mit der Aktivität der Erkrankung [25], [Tabelle 2].

1.5 IL-1 Rezeptor Antagonist

IL-1 ra ist ein Faktor, der keine IL-1-ähnliche Aktivität aufweist und von den

selben Zellen sezerniert wird, die auch IL-1 exprimieren. IL-1 Rezeptor

Antagonist bindet mit fast gleicher Affinität an den IL-1 Rezeptor wie IL-1,

ohne jedoch die nach der Rezeptor-Bindung von IL-1 ausgelösten Prozesse der

Signaltransduktion in Gang zu setzen. Somit ist IL-1 ra in vitro und in vivo ein

kompetetiv wirkender Inhibitor der Wirkung von IL-1. Die physiologischen IL-

1 Inhibitoren sind nichtsteroidale, antiinflammatorisch wirkende Substanzen

und eignen sich daher möglicherweise zur Behandlung von Arthritiden [5].

1.6 IL-6

IL-6 wird hauptsächlich von stimulierten Monocyten, Fibroblasten und

Endothel-Zellen hergestellt, auch Makrophagen, T- und B-Lymphozyten und

weitere können nach entsprechender Stimulation IL-6 herstellen. IL-6 stimuliert

auch seine eigene Synthese. Physiologische Stimuli sind IL-1, Tumor-Nekrose-

Faktor und PDGF (platelet-derived growth factor). IL-6 besitzt wichtige

überlappende Aktivitäten mit IL-1 und TNF, kann allerdings die Produktion

von PGE2 und Kollagenase bei Chondrocyten und synovialen Fibroblasten nicht

induzieren [32]. Die in der Synovialflüssigkeit von Arthritikern gefundenen

erhöhten IL-6-Spiegel korrelieren mit den serologischen

Entzündungsparametern wie BSG und Akutphaseproteinen [11, 32],[Tabelle 3].
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1.7 IL-8

Die Herstellung von IL-8 findet hauptsächlich in stimulierten Monozyten statt,

nicht jedoch in gewebsständigen Makrophagen und T-Lymphophyzyten.

Hergestellt wird IL-8 u.a. aber auch von Makrophagen, Fibroblasten und

Epithelzellen. Stimuliert wird seine Synthese durch IL-1 und den Tumor-

Nekrose-Faktor-α. Eine Hemmung findet statt durch Glukocorticoide und TGF-

β. Im Gegensatz zu anderen Zytokinen kann IL-8 spezifisch neutrophile

Granulozyten aktivieren. Sehr hohe Konzentrationen von IL-8 finden sich in

Psoriasisschuppen, möglicherweise bedingt durch die hohe proliferative

Aktivität dieser Zellen. Die Neutrophilenaktivierung könnte eine Einwanderung

dieser Zellen in die Kapillaren der Gelenke bewirken, die dann schließlich das

Kapillarbett durchdringen und einen ständigen Zustrom von Entzündungszellen

ermöglichen [66, 70].

1.8 Kollagen abbauende Enzyme, Kollagenasen:

Hierzu gehören die Matrix-Metalloproteinasen (MMP 1, MMP 2 und MMP 9).

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind eine Familie von neun oder mehr

hochhomologen Zn++-Endopeptidasen, die gemeinsam die meisten, wenn nicht

alle Bestandteile der extrazellulären Matrix spalten [12]. Die neun Mitglieder

der Metalloproteinase-Familien schließen interstitielle Kollagenasen,

Stromelysine und Gelatinasen ein [50]. Für die vorliegende Arbeit von Interesse

sind besonders die Metalloproteinase-1 (Fibroblasten-Kollagenase) mit einem

Molekulargewicht von 57 bzw. 52 kDa. Deren extrazellulären Matrixsubstrate

sind Kollagen I, II, III, sowie VII, VIII und X, Gelatine und Proteoglycan core

protein. MMP 2 (Gelatinase A) mit einem Molekulargewicht von 72 kDa, deren

Substrate sind Kollagen IV, V, VII und X. Das MMP 9 entspricht der
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Gelatinase B mit einem Molekulargewicht von 92 kDa. Hier sind die Substrate

Gelatine, Kollagen IV und V, Elastin und ebenfalls Proteoglycan core protein.

Von acht humanen Matrix-Metalloproteinasen sind die proteolytischen

Aktivitäten nachgewiesen [49]. Die Enzyme teilen eine Reihe von gemeinsamen

strukturellen und funktionellen Eigenschaften, unterscheiden sich aber etwas in

Form der Substratspezifität. So ist beispielsweise die Fähigkeit, Fibrillen von

Kollagen I und II zu spalten (ein Charakteristikum für MMP 1 und MMP 8),

anderen Matrix-Metalloproteinasen nicht möglich. Die physiologische

Grundlage dieses Unterschiedes ist noch nicht hinreichend untersucht. Ebenso

ist die augenscheinliche Redundanz in der Entwicklung der Enzyme mit

überlappenden Substratspezifitäten noch nicht endgültig geklärt.

1.9 Nicht primär kollagenabbauende Matrix - Proteinasen

Hierunter fallen Stromelysin 1 und 2. Diese entsprechen den MMP 3 bzw. 10.

Stromelysin 1 hat ein Molekulargewicht von 60 kDa. Die extrazellulären

Matrixsubstrate sind Kollagen IV, V, IX und X. Zusätzlich Proteoglycane,

Laminin, Fibronectin, Elastin und Gelantin. Diese Substrate gelten auch für das

Stromelysin 2, wobei dies ebenfalls über ein Molekulargewicht von 60 kDa

verfügt.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf die Untersuchung von 77 Patienten mit

Gelenkerkrankungen unter Beteiligung mindestens eines Kniegelenkes. Von

diesen litten 42 Patienten an einer rheumatoiden Arthritis gemäß den Kriterien

des American College of Rheumatologists [6] und 35 an einer primären oder

posttraumatischen Gonarthrose entsprechend den Kriterien von Altman et al.

[3]. Die Arthritiker waren im Mittel 60 Jahre alt (Bereich 32 bis 83 Jahre), die

Arthrotiker 54 Jahre alt (Bereich 25 bis 78 Jahre). Die Erkrankungsdauer wurde

bei den Arthritikern in Abhängigkeit von der Erstdiagnose durch einen Arzt

festgelegt, bei den Arthrotikern wurde in Ermangelung harter Eingangskriterien

hierauf verzichtet. Der Median der Krankheitsdauer bei der Gruppe der

Arthritiker betrug 12 Jahre (Bereich 1 - 49 Jahre).

2.2 Radiologische Einteilung der Gelenkdestruktionen

Von sämtlichen untersuchten Patienten lagen aktuelle Röntgenaufnahmen des

erkrankten Kniegelenkes im antero-posterioren und seitlichen Strahlengang vor,

zusätzlich axiale Aufnahmen der Patella. Das Höchstalter der Aufnahmen

betrug 2 Monate. Der Grad der Gelenkdestruktion wurde vom Autor

festgestellt, wobei bei den Patienten mit rheumatoider Arthritis die Methode

von Larsen [42, 43], bei Patienten mit degenerativer Gelenkerkrankung die

Methode von Dahlgren [20] zugrunde gelegt wurde [siehe Tabelle 1].



17

Tabelle 1:

Stadien-
einteilung

Nach Larsen Nach Dahlgren

1 Diskrete Gelenkspaltverschmälerung,
Erosionen unter einem Millimeter
Durchmesser.

Geringe
Gelenkspaltverschmälerung,
subchondrale Sklerosierung.

2 Eine oder mehrere kleine Erosionen,
Durchmesser über einem Millimeter,
mäßige Gelenkspaltverschmälerung.

Mehr als 50 % Verringerung der
Knorpelhöhe.

3 Größere Erosionen, deutliche
Gelenkspaltverschmälerung.

100 % Verringerung der
Knorpelhöhe.

4 Schwere Erosionen, Gelenkspalt annähernd
aufgehoben.

Knochenerosionen < 5mm

5 Mutilationen, komplette Zerstörung der
knöchernen Gelenkstrukturen.

Knochenerosionen > 5mm

Stadieneinteilung der Gelenkdestruktionen: Nach Larsen [30] bei Arthritikern,
nach Dahlberg [14] bei Arthrotikern

2.3 Probengewinnung

Von allen Patienten wurde eine Synovialflüssigkeits-Probe aus dem erkrankten

Kniegelenk gewonnen. Dies geschah üblicherweise durch eine Punktion. Die

Proben wurden umgehend zentrifugiert (3000 g, 10 Minuten) und der zellfreie

Überstand portioniert bei -20° C gelagert.

2.4 Messung der Zytokin-Konzentrationen in der Synovialflüssigkeit

IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-6, IL-8 und TNF-α wurden in der SF mit spezifischen

ELISAs (Amersham, Braunschweig) in Duplikatbestimmung gemessen. Die

Zytokin-Bestimmung wurde unter Nutzung von Test-Kits derselben Charge

simultan für alle Synovia-Proben durchgeführt,.

Messungen von je zwei OA- und zwei RA-SF Proben ohne bzw. mit Zugabe

des entsprechenden rekombinanten Zytokins aus den Standardreihen ergaben
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eine Erfassungsrate ("Recovery") der zugegebenen ("gespiketen") Zytokine von

mindestens 72 Prozent.

Die Sensitivität der Testverfahren betrug für IL-1α 0,4 pg/mL, für IL-1β 0,5

pg/mL und für TNF-α 6 pg/mL.

Der Variationskoeffizient (CV) für die Bestimmung innerhalb eines Kits lag

unter 6%, der Variationskoeffizient für die Bestimmung  mit verschiedenen Kits

unter 11%. Ähnliche oder bessere Reproduzierbarkeit wurden von Amersham

mitgeteilt für die IL-1ra und IL-8-ELISAs, die in dieser Untersuchung

verwendet wurden.

Daten des Herstellers zeigten die Abwesenheit einer signifikanten

Kreuzreaktion zwischen den hier beschriebenen Zytokinen und anderen

gleichzeitig untersuchten in allen benutzten Testverfahren. Ergebnisse von

Amersham zeigten weiter, daß der TNF-α-ELISA nicht beeinflußt wird durch

die Zugabe von löslichen Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren in

Konzentrationen bis 200 ng/mL, welche diejenigen übersteigen, die in der

Synovia von Patienten gefunden wurden [60].

2.5 Enzymbestimmungen

Kollagenase-Aktivität: Alle Proben wurden in der Synovialflüssigkeit in

Doppelbestimmung gemessen. Die Kollagenase-Aktivität wurde bestimmt mit

[³H] Rattenschwanz Typ I Kollagen (DuPont, Bad Homburg, Germany) als

Substrat. Markiertes Kollagen (o,5 µg) wurde auf Eis mit 70 µL eines 20 mM

Tris-Puffers, pH 7,6 gemischt, der 5 mM CaCl2 und 0,02 % NaN3 enthielt. Die

Inkubationszeit für diese Mischung in Polypropylen-Reaktionsgefäßen betrug 2

Stunden bei 4° C. Anschließend wurden Synovia-Proben zugegeben (20 µL)

und die Inkubation für weitere 24 Stunden bei 21° C in Anwesenheit einer

Endkonzentration von 0,5 mM p-Aminophenyl-Quecksilberacetat (APMA)
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fortgesetzt. Anschließend wurde auf auf Eis gekühlt und bei 3000 g für 4

Stunden zentrifugiert. Dann erfolgte die Entnahme eines Aliquots des

Überstandes nebst Messung der enthaltenen Radioaktivität durch

Flüssigszintillationszählung. Als negative Kontrollen dienten Test-Puffer und

Trypsin, als positive clostridiale Kollagenase. Als Einheit für die Ergebnisse

wurden Kollagenase-Einheiten gewählt. Eine Einheit entspricht der Menge von

Enzym, die 1µg Kollagen pro Minute bei 21° C abbaut.

Eine ähnliche Vorgehensweise wurde für die Bestimmung der nicht primär

Kollagen I+II abbauenden Proteinasen gewählt, die als Caseinase-Aktivität

gemessen wurden. Dabei wurde [14
 C] Casein (Hersteller Amersham,

Braunschweig, Germany) als Substrat benutzt. 1,5µg markiertes Casein wurde

in Polypropylen-Reaktionsgefäße pipettiert, in denen sich 50 µL eines 20 mM

Tris-Puffers (pH 7,6) mit 5 mM CaCl2 und 0,02 % NaN3 befanden. Die

Synovia-Proben wurden hinzugefügt und die Reaktionsmischung für 18

Stunden bei 37° C in Anwesenheit einer Endkonzentration von 0,5 mM APMA

inkubiert. Die Ausfällung unverdauten Caseins erfolgte durch Zugabe von 100

µL 6%-iger Trichloressigsäure auf Eis. Anschließend wurde auf Eis abgekühlt

und bei 3000 g und 4° C über 15 Minuten zentrifugiert. Auch hier wurde ein

Aliquot des Überstandes entfernt und die Radioaktivität durch

Flüssigszintillationszählung bestimmt. Hier wurden Test-Puffer als negative

und Trypsin als positive Kontrollen benutzt. Die Ergebnisse wurden in

Caseinase-Einheiten ausgedrückt, wobei eine Einheit derjenigen Enzymmenge

entspricht, die 1 µg Casein pro Minute bei 37° C abbaut.

In beiden Protokollen wurde die Aktivation mit APMA benutzt. Somit weisen

diese Testverfahren sowohl latente als auch aktive Formen des entsprechenden

Enzyms nach. Der Variationskoeffizient in den Enzymtests für die Bestimmung

innerhalb eines Assays lag unter 8%, der Variationskoeffizient für die

Bestimmung bei verschiedenen Assays lag unter 18%.
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Das C-reaktive Protein im Serum der Patienten mit rheumatoider Arthritis

wurde unter Nutzung eines Nephelometers von Boehringer nach Angaben des

Herstellers bestimmt.
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3 Ergebnisse
Verglichen wurden die mittels ELISA gemessenen Synoviakonzentrationen von

TNF-α und anderen Zytokinen sowie relevante Kollagenasen und Caseinasen

bei Patienten mit rheumatoider Arthritis mit Befall mindestens eines

Kniegelenkes und Patienten mit Gonarthrose. Hierbei zeigte sich eine

signifikant höhere Konzentration von TNF-α bei der Patientengruppe mit

rheumatoider Arthritis [Tabelle 2]. Bei der Bestimmung der Interleukin

Konzentrationen ergab sich ein uneinheitliches Bild. Ähnlich signifikant erhöht

waren die Konzentrationen von IL-1-β und IL-8 sowie die Konzentrationen der

Kollagenasen und nicht primär Kollagenase I+II abbauenden Matrix -

Proteinasen bei den Patienten mit rheumatoider Arthritis gegenüber denen mit

Gonarthrose [Abbildung 1].

Tabelle 2

Synovia-
Konzentration

r.A. (n=42)

Median SEM
Arthrose (n=

35) Median SEM p

TNF-α (pg/mL) 20,0 4,0 8,6 1,1 <0,001**

IL-1α (pg/mL) 2,0 0,9 1,7 0,5    0,62

IL-1β (pg/mL) 28,0 6,0 5,3 1,7 <0,001**

IL-1 ra (ng/mL) 19,0 4,5 1,3 0,3 <0,001**

IL-6 (ng/mL) 4,6 1,0 2,4 1,2    0,036

IL-8 (ng/mL) 3,7 1,2 0,89 0,3 <0,001**

Kollagenase(U/L) 7,4 0,5 4,1 0,3 <0,001**

Caseinase (U/L) 7,8 0,7 2,7 0,6 <0,001**

Konzentrationen von Cytokinen und Enzym-Aktivitäten in der Synovia von
Patienten mit rheumatoider Arthritis oder Arthrose. **: Signifikant bez. p<0,01-
level (Mann Whitney U- Test, ergänzt durch Bonferroni-Korrektur für multiples
Testen)
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Abbildung 1: Konzentration von Cytokinen und Enzym-Aktivitäten in der Synovia bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
und Arthrose
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Abbildung 2: Konzentration von Cytokinen und Enzym-Aktivitäten in der Synovia von Patienten mit rheumatoider Arthritis
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Abbildung 3: Konzentration von TNF-α in den Kniegelenken von 42 Patienten mit rheumatoider Arthritis im Verhältnis zu
den radiologischen Befunden dieser Gelenke entsprechend der Einteilung nach Larsen [30; Tabelle 1]. Die Balken
entsprechen den Medianen, die Fehlerbalken den Standardabweichungen (SEM) der angegebenen Zahl an Patienten. (p< 0,05
gegenüber der Larsen Einteilung (T-Test)).
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Von allen gemessenen Parametern unterschied sich der Synoviaspiegel des IL-

1ra am stärksten zwischen der Arthritis- und der Arthrosegruppe. In der Gruppe

der Arthritiker fand sich ein annähernd vierzehnfach erhöhter Spiegel an IL-1ra

im Vergleich zur Synovia der Arthrotiker. Demgegenüber waren weder bei IL-

1-α noch IL-6 höhere Konzentrationen nachweisbar [Tabelle 2].

Somit sind die Konzentrationen der meisten Zytokine und Enzyme in der

Arthritisgruppe höher als in der Arthrosegruppe.

Innerhalb der Gruppe mit rheumatoider Arthritis wurden zwischen Patienten mit

und ohne radiologisch nachweisbaren Knochendestruktionen differenziert

[Abbildung 2]. Es zeigte sich, das TNF-α und IL-1ra in der Gruppe mit

diagnostizierten Knochenerosionen signifikant erhöht waren, während die

anderen Zytokine nicht damit korrelierten [Tabelle 3].

Tabelle 3:

Synoviakon-
zentration

r.A.
ohne ossäre
Destr. (n=16)

Median SEM

r.A.
mit ossären
Destr. (n=26)
Median SEM p

TNF-α (pg/mL) 9,7 2,4 27,0 6,2 <0,001**

IL-1α (pg/mL) 1,0 0,4 2,7 1,5    0,38

IL-1β (pg/mL) 15,0 5,0 37,0 10,0    0,12

IL-1 ra (ng/mL) 17,0 9,0 22,0 5,0    0,051

IL-6 (ng/mL) 3,1 1,1 5,9 1,4    0,12

IL-8 (ng/mL) 1,1 0,3 5,8 2,1    0,046

Kollagenase (U/L) 7,3 0,8 7,5 0,6    0,77

Caseinase (U/L) 8,3 1,2 7,8 0,9    0,65

Serum-CRP (mg/dL) 1,1 0,4 2,5 0,57    0,064

Konzentration von Zytokinen und Enzym-Aktivitäten in der Synovia von
Patienten mit rheumatoider Arthritis mit und ohne radiologisch nachweisbare
ossäre Destruktionen
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Für Patienten mit rheumatoider Arthritis, bei denen bereits knöcherne

Destruktionen der betroffenen Gelenke radiologisch entsprechend den Stadien

II–V nach Larsen [Tabelle 1] nachweisbar waren, ergaben sich weniger

eindeutige Ergebnisse. Hier zeigte sich nur der TNF-α signifikant erhöht,

korrelierte somit mit dem Grad der Knochendestruktion [Abbildung 3].

Demgegenüber waren weder IL- 1α, IL-1β, IL-1ra, IL-6,IL-8 noch

Kollagenasen und nicht primär Kollagen I+II abbauende Matrix - Proteinasen

erhöht nachweisbar. Auch das Serum CRP und die Dauer der Erkrankung an der

rheumatoiden Arthritis spielte keine nennenswerte Rolle (r 0.16, p 0,26 ;

Spearman's Rang Korrelation).

Keine signifikanten Korrelationen fanden sich zwischen den Konzentrationen

der gemessenen Zytokine und Enzyme  sowie dem Serum-CRP und den

radiologisch nachweisbaren degenerativen Veränderungen klassifiziert nach der

Einteilung nach Dahlgren [Tabelle 4].

Die Mediandauer der rheumatoiden Arthritis betrug 12 Jahre (Bereich 1 - 49

Jahre) bei nicht nachweisbaren Knochenerosionen und 13 Jahre (Bereich 5 - 33

Jahre) mit Knochenerosionen (p 0.99, Mann-Whitney U-Test).

Untersucht man die Konzentration von TNF-α in der Synovia der an

rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten im Zusammenhang mit dem Body

Mass Index ergibt sich eine negative Korrelation (r- 0,38, p 0,015; Spearman’s

Rang Korrelation), je höher der TNF-α Spiegel war, desto geringer war der

Body Mass Index. Eine vergleichbare Situation fand sich bei den degenerativ

Erkrankten mit einer ebenfalls negativen Korrelation.



27

Tabelle 4

Radiologische Einteilung der Gelenkdestruktionen
Einteilung nach Larsen

r.A. Gruppe (n 42)
Einteilung nach Dahlgren

Arthrosegruppe (n 35)

Synoviakonzentration r p r p

TNF-α (pg/mL) 0,55 <0,005* -0,13 0,49

IL-1α (pg/mL) 0,12 0,46 -0,09 0,64

IL-1β (pg/mL) 0,25 0,08 -0,06 0,74

IL-1 ra (ng/mL) 0,27 0,09 -0.22 0,23

IL-6 (ng/mL) 0,20 0,20 -0,19 0,29

IL-8 (ng/mL) 0.28 0,12 -0,02 0,93

Kollagenase(U/L) 0,02 0.90 -0,31 0.09

Caseinase (U/L) 0,13 0,41 -0,19 0.30

Serum-CRP (mg/dL) 0,30 0,071

Konzentrationen von Cytokinen und Enzym-Aktivitäten in der Synovia von
Patienten mit rheumatoider Arthritis oder Arthrose, jeweils bezogen auf die
radiologischen Befunde der betreffenden Gelenke, in der Arthrititis-Gruppe von
Larsen [30], in der Arthrose-Gruppe von Dahlgren [14].Daten aufbereitet nach
Spearmans Rang-Korrelation.
 r: Rang-Koeffizient.
* : Signifikant bez. p< 0,05 level, Spearmans Rang-Korrelation,ergänzt durch
Bonferroni – Korrektur für multiples Testen.
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4. Diskussion
Wenn Knochenerosionen kleiner Gelenke im Laufe einer r.A. auftreten,

geschieht dies üblicherweise während der ersten 2 Jahre nach Diagnosestellung

und ist als Hinweis auf eine schlechte Prognose zu deuten [33]. Die Annahme,

daß die Knochendestruktion auch in größeren Gelenken früh beginnt, wird

durch die erhobenen Daten von Mittel- bis Endstadium r.A.-Patienten

unterstützt, wobei sich keine signifikanten Unterschiede in der Krankheitsdauer

zwischen Patienten mit oder ohne erosive Knochenveränderungen der

Kniegelenke ergaben. Die vergleichsweise niedrige Sensitivität einer

Röntgenuntersuchung für die Bestimmung von Knochendestruktionen in

größeren Gelenken muß bei der Interpretation natürlich berücksichtigt werden

[19].

Um erosive Gelenkveränderungen bei rheumatoider Arthritis zu verhüten oder

zu mildern, wird zunehmend ein früher Einsatz von DMARD's befürwortet [33,

74], wenn nichtsteroidale antiinflammatorische Medikamente den

Entzündungsprozeß nicht ausreichend kontrollieren. Berücksichtigt man

mögliche schwere Nebenwirkungen der DMARD's, so scheint die Identifikation

prognostischer Kriterien wünschenswert, die die Entscheidung über eine

entsprechende medikamentöse Therapie erleichtern würde. Bedauerlicherweise

ist es bisher kaum möglich, früh diejenigen r.A.-Patienten, die schließlich

Knochenerosionen entwickeln, von denjenigen zu trennen, bei denen dies nicht

der Fall sein wird.

Die Daten dieser Querschnittsstudie legen nahe, daß r.A.-Patienten mit

Knochenerosionen höhere TNF-α-Spiegel aufweisen als Patienten ohne erosive

Destruktionen. IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-6 und IL-8 tendierten zwar auch zu

höheren Werten in der Synovia von Gelenken mit Knochenerosionen, aber diese
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Tendenzen waren nicht signifikant. Ähnliches gilt für das Serum-CRP der

Patienten [Tabelle 3].

Diese Ergebnisse unterstützen die Annahmen von Brennan und Mitarbeitern

[14], daß der TNF-α eine besondere Stellung in dem Zytokin-Netzwerk

einnimmt, welches in die Gelenkzerstörung bei rheumatoider Arthritis

involviert ist. Andererseits könnten Gelenkveränderungen, die sich im Verlauf

der r.A. entwickeln, wie z.B. Knochenerosionen, ortsständige Zellen im

Synovialgewebe dazu anregen, vermehrt TNF-α freizusetzen.

Die gesamte Synovia-Kollagenase- bzw. Caseinase-Aktivität unterschied sich

nicht zwischen r.A.-Patienten mit oder ohne erosive Knochenbeteiligung. Die

Synovia der Arthritiker wies aber einen deutlich höheren Enzymspiegel auf, als

die Synovia der Arthrotiker [Tabelle 2].

Der Caseinase-Test erfaßt Stromelysin unter anderen Proteasen [73]. Ob

Proteasen, die in r.A.-Synovia enthalten sind, maßgeblich am Prozeß der

Knochenresorption beteiligt sind, muß noch untersucht werden.

Obwohl zahlreiche Untersucher Zytokine in der Synovia von Patienten mit r.A.

gemessen haben, gibt es nur wenige Versuche, die Resultate mit dem Grad der

Knochendestruktion zu korrelieren, entweder im Allgemeinen oder in dem

bestimmten Gelenk, in dem die Synoviaprobe entnommen wurde.

Di Giovine und Mitarbeiter [23] sowie Mannami et al. [40] fanden keine

Assoziation zwischen Knochenerosion und IL-1α in der Synovia bei

rheumatoider Arthritis, was mit den vorliegenden Resultaten übereinstimmt.

Fong und Mitarbeiter [28] dagegen berichteten über erhöhte IL-1α-

Synoviaspiegel bei 8 r.A.-Patienten mit Knochenerosionen verglichen mit 20

r.A.-Patienten ohne erosive Beteiligung. In dieser Studie wurden allerdings

Patienten der "Knochenerosions"-Gruppe  zugerechnet, wenn typische
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Knochendestruktionen auf Röntgenbildern irgend eines Gelenkes beobachtet

wurde, nicht notwendigerweise bei dem Gelenk, von dem die Synoviaprobe

entnommen worden war. Fong und Mitarbeiter [28] bestimmten auch TNF-α in

ihren r.A.-Synoviaproben, fanden aber keinen Unterschied zwischen Patienten

mit oder ohne Knochenerosionen. Außerdem differierten die TNF-α-

Synoviaspiegel nicht zwischen ihren Arthrose- und r.A.-Patienten, was von den

Beobachtungen anderer Untersucher abweicht, welche entweder TNF in der

Synovialflüssigkeit bestimmten oder aber die Expression von TNF durch

Arthrose- und r.A.-Synovialgewebe [26, 37, 39]. Unterschiede zwischen den

Daten der vorliegenden Arbeit und den Befunden von Fong [28] sind

vermutlich Unterschieden im Studiendesign sowie einer unterschiedlichen Zahl

untersuchter Patienten zuzuschreiben [8, 54, 68].

Grom und Mitarbeiter [31] fanden eine signifikante Erhöhung von TNF-α,

TNF-β und ihren Rezeptoren in der Synovia besonders bei Patienten mit

juveniler rheumatoider Arthritis und juveniler Spondylitis ankylosans. Hermann

und Mitarbeiter [35] berichteten von erheblich streuenden Werten bei der

Messung von IL-1 Aktivitäten in der Synovialflüssigkeit von Patienten mit

rheumatoider Arthritis und Psoriasisarthritis.

Kahle et al. [39] beschrieben deutlich höhere TNF-α Synoviaspiegel bei

Kniegelenken Verstorbener (ohne Kenntnis einer möglichen entzündlichen

Grunderkrankung) gegenüber der Synovia lebender Patienten mit einer

nachgewiesenen rheumatischen Gonitis. Die Wertigkeit von Untersuchungen an

tierischen Gelenken ist bei im Vergleich zu humanem Gewebe verringerter

Empfindlichkeit z.B. des Schweineknorpels u.a. gegen IL-1 nicht sicher

einzuschätzen [53].

Es ist schwierig, zu möglichen zusätzlichen methodischen Unterschieden

Stellung zu nehmen, da in keiner der oben zitierten Studien [23, 40, 28] Daten
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zur Verfügung gestellt wurden, ob oder nicht lösliche TNF-Rezeptoren oder IL-

1ra möglicherweise die benutzten Testsysteme für TNF-α oder IL-1 beeinflußt

haben könnten.

Bei den möglichen bekannten Differenzen in den Ergebnissen verschiedener

Testsysteme werden Zytokin-Bestimmung in der Synovialflüssigkeit von

einigen Autoren kritisch beurteilt.

Da die Zentrum-zu-Zentrum Reproduzierbarkeit sogar bei identischen

Testsystemen schlecht sein kann, sind entsprechende Daten möglicherweise nur

voll vergleichbar mit Ergebnissen, die mit demselben Testsystem in demselben

Labor erhoben wurden.

Synovia-Zytokin-Spiegel, die hier vorgelegt werden, waren im selben Bereich

wie vergleichbare veröffentlichte Daten der Konsensus-Studie des European

Workshop for Rheumatology Research [61]. Es wurden außerdem im

allgemeinen höhere Zytokin-Konzentrationen in r.A.-Synovia als in Arthrose-

Synovia gefunden, was die Befunde von anderen bestätigt [23, 37, 40, 46, 60].

Keine signifikanten Unterschiede in Synovia-Zytokin-Spiegeln wurden

zwischen rheumafaktorpositiven Patienten und seronegativen r.A.Erkrankten

gemessen, was eine Störung der benutzten ELISA-Systeme durch Rheumafaktor

unwahrscheinlich macht (Daten nicht gezeigt). Die Recovery von IL-1β oder

TNF-α, welches in Synovia „gespiked“ wurde, war in dieser Untersuchung

etwas höher als in der Konsensus-Studie [61]. Dies mag damit

zusammenhängen, daß im vorliegenden Falle die Proben unmittelbar nach dem

Spiken gemessen wurden, während in der Konsensus-Studie das Material nach

dem Spiken vor dem Versand zunächst noch einmal eingefroren und später

wieder aufgetaut wurde.

Es muß beachtet werden, daß Synovia-Konzentrationen von Mediatoren und

Enzymen weder die direkten Zell-zu-Zell-Interaktionen widerspiegeln, noch
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autokrine  oder parakrine Stoffwechselwege. Diese Daten reflektieren

möglicherweise nur zum Teil örtliche Konzentrationen auf der Oberfläche von

angrenzenden Knochen, der von Pannusgewebe bedeckt sein kann [18].

Zytokin-Spiegel in der Synovialflüssigkeit schwanken überdies in der Zeit [40].

Es muß außerdem beachtet werden, daß Zytokin-Bestimmungen in der

vorliegenden Studie mit immunologischen Proben durchgeführt wurden und

daß die resultierenden Daten möglicherweise nicht die Bioaktivität dieser

Mediatoren widerspiegeln. Die Bioaktivität von TNF-α wird vermutlich durch

das TNF/TNF-sR-Verhältnis beeinflußt, so daß zukünftige Erweiterungen der

hier vorgelegten Arbeit auch die Messung von TNF-sR einschließen sollte.

Andere Faktoren, welche die TNF-α-Bioaktivität beeinflussen, schließen IL-1

ein, von dem gezeigt wurde, daß es die Bindung von TNF-α an TNF-sR

verstärkt [69].

Bevor Daten von Längsschnittuntersuchungen zur Verfügung stehen, sollten

Ergebnisse von Querschnittstudien nicht überbewertet werden.

Querschnittsstudien, wie die hier vorgelegte, können aber möglicherweise

Parameter identifizieren helfen, die eine prognostische Bedeutung im

Frühstadium einer r.A. haben. Diese Parameter sollten dann in

Längsschnittstudien evaluiert werden, um ihre klinische Relevanz näher zu

bestimmen. Aus den Ergebnissen ist zu schließen, daß die Synovia-

Konzentration von TNF-α ein geeigneter Kandidat für eine solche Studie sein

könnte, somit auch ein möglicher weiterer Ansatz in der Therapie rheumatischer

Gelenkerkrankungen [27]. Unterstützt wird dies zum Beispiel durch Daten von

Maini und Mitarbeitern, die nach Injektionen von monoklonalen TNF-

Antikörpern in Gelenke von DBA 1 Mäusen mit kollageninduzierter Arthritis

eine Verlangsamung der entzündlichen Zerstörung nachwiesen [44].
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5. Abkürzungen
ACTH Adrenocorticotropes Hormon
Ala Alanin
APMA Aminophenyl-Quecksilberacetat

BAF B-Cell aktivating factor = Interleukin-1α
BMI Body Mass Index
CRP C-reaktives Protein
CD Cluster of Determination
CV Variationscoeffizient
DMRD Disease modifying antirheumatic drugs
ELISA Enzyme linked sorbent assay
EP Endogenous pyrogen
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor
HLA Histokompatibilitätsantigen
IL Interleukin
kDA KiloDalton

LAF Lymphocyte activating factor = Interleukin-1α

OAF Osteoclast activating factor = Interleukin-1β
PAF Platelet activating factor
PDGF Platelet derived growth factor
PGE Prostaglandin E
r.A. Rheumatoide Arthritis
R.A. Rezeptor Antagonist
S.R. Soluble receptor
TGF Transforming growth factor
TNF Tumor-Nekrose Faktor
Val Valin
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6. Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu untersuchen, ob die Konzentration von

Zytokinen und Matrix-abbauenden Enzymen in der Synovialflüssigkeit von

Patienten mit rheumatoider Arthritis oder Arthrose assoziiert ist mit dem Grad

der Knochendestruktion in demselben Gelenk.

Bestimmt wurden die Konzentrationen von IL-1α, IL-1β, IL-Rezeptor-

Antagonist, IL-6, IL-8 und TNF-α mit ELISA sowie die Kollagenase-Aktivität

und die nicht primär Kollagen I+II abbauenden Matrix-Proteinasen mit

Substrattests in der Kniesynovia von Arthritikern (n=42) und Gonarthrotikern

(n=35).

Der Grad der Knochendestruktion wurde radiologisch bestimmt.
Die gemessenen Zytokin- und Enzymspiegel waren in der Arthritisgruppe höher

als in der Arthrosegruppe. In der Arthritisgruppe waren die Synoviaspiegel des

TNF-α positiv korreliert mit dem Grad der Knochendestruktion des

entsprechenden Gelenkes. Keine Korrelation wurde gefunden zwischen der

radiologisch nachgewiesenen Knochendestruktion und den

Synoviakonzentrationen der übrigen Zytokine, Enzymen, dem Serum-CRP

sowie der Dauer der Erkrankung. In der Arthrosegruppe bestanden keine

Assoziationen zwischen den untersuchten Parametern und dem Grad der

Gelenkzerstörungen. Die Untersuchungsergebnisse stützen die Annahme, daß

TNF-α eine wichtige Rolle bei der Gelenkzerstörung der rheumatoiden Arthritis

spielt.
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