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1.      Einleitung 

 

 

1.1. Die Rheumatoide Arthritis (RA) 

 

Die Rheumatoide Arthritis (chronische Polyarthritis) ist eine chronisch-entzündliche 

Systemerkrankung, die typischerweise die von Synovialis ausgekleideten Regionen, 

d.h. Gelenke, Sehnenscheiden und Bursen, in symmetrischer Verteilung befällt. Alle 

Gelenke des menschlichen Organismus können dabei befallen werden.  

 

 

 

Abbildung 1: Stadien der Entwicklung der Arthritis. Von links nach rechts: entzündliche Veränderungen, 

Synovialishyperplasie, Knorpelverlust, Funktionsverlust. (http://www.rheumanet.org) 

 

Die RA gilt als eine systemische Autoimmunerkrankung, bei der autoreaktive T- und 

B-Zellen, Makrophagen und Plasmazellen die Synovialis infiltrieren und diese 

hyperplastisch verändern. Dies führt zu einer granulierenden, proliferierenden 

Synovialitis (Pannus-Formation), wodurch es anschließend zur Knorpeldestruktion, 

Knochenerosion und Gelenkdeformation durch Zytokin-vermittelte Induktion von 

destruktiven Enzymen kommen kann 1. Dies kann zu Form- und Achsabweichungen 

sowie Bewegungseinschränkungen führen.  

 

Mit einer Prävalenz von ca. 1% in der erwachsenen Bevölkerung ist die RA die 

häufigste entzündliche Erkrankung der Gelenke mit einem Häufigkeitsgipfel in der 4. 

Lebensdekade. Frauen erkranken etwa 3-4-mal häufiger als Männer. Man geht von 
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einer Lebensverkürzung von ca. 15-20% nach Erkrankungsbeginn aus. Es besteht 

eine erhöhte Morbidität und Mortalität mit kardiovaskulären Erkrankungen 2-5.  

 

Der klinische Verlauf kann individuell sehr unterschiedlich sein, sowohl in Dauer wie 

auch im Ausmaß der Erkrankung. Klassischerweise beginnt sie jedoch in den 

Fingergrund- und proximalen Interphalangealgelenken mit einer symmetrischen 

Schwellung und einer schmerzhaften Bewegungseinschränkung. Morgensteifigkeit, 

Verstreichen der Knöchelkonturen und Gaenslen-Zeichen (schmerzhafter 

Händedruck) sind typisch. Auch Tendovaginitiden im Bereich des Handgelenks, die 

zum Karpaltunnelsyndrom führen können, kommen vor. Zu den Handdeformitäten 

gehören die Ulnardeviation der Finger, Knopfloch- und Schwanenhalsdeformitäten. 

 

1987 entwickelte das American College of Rheumatology (ACR) folgende heute noch 

gültigen Kriterien zur Klassifikation der RA6. Für die Diagnose einer RA müssen vier 

von diesen sieben Kriterien vorhanden sein, davon 1 – 4 für mindestens 6 Wochen:  

 

- Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens 1h 

- Arthritis von 3 oder mehr Gelenkregionen: Weichteilschwellung oder Erguss 

an mindestens 3 Gelenkbereichen 

- Arthritis der Hand- oder Fingergelenke: Handwurzelgelenke, proximale 

Interphalangealgelenke (PIP), Metakarpophalangealgelenke (MCP) 

- Symmetrische Arthritis 

- Rheumaknoten: subkutane Knoten über den Knochenvorsprüngen oder 

Extensorflächen oder im juxtaartikulären Bereich 

- Nachweis von Rheumafaktor im Serum: IgM-Rheumafaktoren, CCP-

Antikörper 

- Für die Rheumatoide Arthritis typische radiologische Veränderungen der 

Hand  

 

Die Sensitivität dieser Kriterien beträgt 91-94% und die Spezifität 89%. 

Der sogenannte Rheumafaktor korreliert im Allgemeinen mit der Krankheitsaktivität, 

sollte aber dabei weniger als diagnostisches Kriterium, sondern eher als 

Verlaufsparameter gelten, da er nur bei 80% der Patienten positiv ist, jedoch nicht 

alle seropositiven Menschen auch eine RA bekommen müssen. 
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1991 revidierte das ACR die Kriterien zur Klassifikation des globalen Funktionsstatus 

bei chronischer Polyarthritis 7:  

 

Klasse  Funktionskapazität 

 

1 Vollständige Fähigkeit zur Verrichtung üblicher Aktivitäten des täglichen 

Lebens (Grundaktivitäten, berufliche bzw. Hausarbeiten, Freizeitaktivitäten) 

2 Fähigkeit zur Verrichtung der üblichen Grundaktivitäten des täglichen Lebens 

und beruflicher bzw. Hausarbeiten, jedoch Einschränkung bei 

Freizeitaktivitäten 

3 Fähigkeit zur Verrichtung üblicher Grundaktivitäten des täglichen Lebens, 

jedoch Einschränkung bei beruflicher bzw. Hausarbeit und Freizeitaktivitäten 

4 Einschränkung der Fähigkeit zur Verrichtung üblicher Grundaktivitäten sowie 

bei beruflicher und Hausarbeit sowie Freizeitaktivitäten 

 

Zu den Grundaktivitäten des täglichen Lebens zählen An- und Auskleiden, Essen, 

Körperpflege und Toilettenbenutzung. Berufliche (schulische) und Hausarbeiten 

sowie Freizeitaktivitäten sind alters- und geschlechtsspezifisch und abhängig von den 

Wünschen der Patienten. 

 

Weitere international anerkannte Kriterien sind die DAS (Disease Activity Score)- 

und EULAR (European League against Rheumatism)-Responder-Kriterien zur 

Überprüfung der RA-Therapie. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1. Einleitung 

4 

 

 

1.1.1. Pathogenese der RA 

 

Die Ätiologie der Rheumatoiden Arthritis ist bis heute noch nicht vollständig geklärt. 

Man geht von einer multifaktoriellen Genese aus 8. Es ist jedoch seit längerem durch 

eine Vielzahl von Studien belegt, dass für die RA in 70-80% der Fälle eine genetische 

Disposition besteht. Dabei handelt es sich um eine genetische Assoziation mit 

bestimmten Humanen Leukozytenantigenen der Klasse II (HLA-DR4-Subtypen) auf 

dem Chromosom 6, welche bei mehr als 2/3 der Patienten mit RA, aber nur bei ca. 

20% der Allgemeinbevölkerung, gefunden werden kann.  

Die Autoimmunreaktion entsteht über die Aktivierung von CD4-positiven T-

Lymphozyten durch bisher noch unbekannte Antigene in Anwesenheit bestimmter 

Klasse II MHC-Antigene. Es werden heute neben den gelenkspezifischen Antigenen 

wie Kollagen Typ II und Chondrozyt gp39 vor allem ubiquitäre Antigene wie die 

Glucose-6-Phosphatase Isomerase (GPI) als Auslöser diskutiert 9. Nachfolgend 

werden weitere Zelltypen aktiviert, darunter Makrophagen, B-Lymphozyten, andere 

T-Zell-Subtypen, Thrombozyten 10 und vor allem auch synoviale Fibroblasten und 

Chondrozyten. Es kommt zu einer vermehrten Expression von zellulären 

Adhäsionsmolekülen und pro-inflammatorischen Zytokinen, wie z. B. TNF-α, IL-1, 

IL-6, Immunglobulinen, Autoantikörpern gegen das Fc-Fragment des IgG (der 

sogenannte Rheumafaktor) und Metalloproteinasen. Dabei geht man davon aus, dass 

TNF-α eine Hauptrolle in dieser Entzündungskaskade spielt, da es die Expression 

von den anderen Zytokinen reguliert 11.  

Die synoviale Gewebereaktion im Rahmen der RA führt durch Fibroblasten- und 

Endothelzellproliferation und Monozyten Chemotaxis zu einer Verdickung der 

Synovia, dem sogenannten Pannus. Er besteht hauptsächlich aus Fibroblasten, 

Makrophagen und Lymphozyten und führt über Penetration des anliegenden 

Knorpels zu dessen Destruktion 12. Dabei spielen lytische Enzyme eine entscheidende 

Rolle, zum Beispiel durch die Spaltung des Proteoglycan Aggrecans, einer wichtigen 

Knorpelkomponente, durch Enzyme der Gruppe "ADAMTS" (a disintegrin and 

metalloproteinase with thrombospondin type I motif) 11. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines synovialen Gelenks nach Feldmann et al. 13, links normal und rechts bei 

einer RA 

 

 

Die systemische Beteiligung innerer Organe, welche selten ist, tritt infolge einer 

Immunkomplexvaskulitis auf. 
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1.1.2. Therapie der RA 

 

Die Therapie der RA ist besonders in den ersten zwei Jahren nach Diagnosestellung 

entscheidend für den weiteren Krankheitsverlauf. Ziel ist es, den 

Entzündungsprozess effektiv zu unterdrücken, um der Zerstörung der Gelenke 

entgegenwirken zu können. Aktuell geht man in der Klinik nach einem Stufenplan 

vor, bestehend aus Krankengymnastik, physikalischen, medikamentösen und zuletzt 

operativen Maßnahmen. 

 

Zur physikalischen Therapie zählen die Thermo-, Kryo-, Bewegungs- und 

Massagetherapie. Zusammen mit der Krankengymnastik sind diese Maßnahmen 

unerlässlich zur Vorbeugung von Schrumpfungen der Gelenkkapsel und von 

Muskelatrophien. Die symptomatische medikamentöse Therapie erfolgt bevorzugt 

mit Glukokortikoiden, DMARDs und nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR)14, die 

jedoch nur kurz wirksam sind. Dazu gehören die selektiven COX-2-Hemmer (z.B. 

Celebrex) und die weit verbreiteten unselektiven COX-1/2-Inhibitoren, die durch 

Hemmung der Cyclooxygenase die Prostaglandinsynthese hemmen. Beispiele sind 

Acetylsalicylsäure (ASS), Ibuprofen, Diclofenac oder Indometacin, wobei es im 

Gegensatz zu den selektiven COX-2-Hemmern 15 in bis zu 25% der Fälle zu 

gastrointestinalen Nebenwirkungen kommen kann 16, 17.  

 

Grundsätzlich gilt, dass eine möglichst frühzeitige, d.h. innerhalb der ersten 6 

Monate nach Beschwerdebeginn, medikamentöse Therapie mit den sogenannten 

DMARDs entscheidend zum Erhalt der Funktion und zur Verminderung späterer 

Funktionseinschränkung ist. Unter DMARDs (Disease Modifying Anti-Rheumatic 

Drugs, sog. Basistherapeutika) wird eine Gruppe von Medikamenten gefasst, die, 

über symptomatische Effekte hinaus, krankheitsmodifizierende Eigenschaften 

besitzen. Sie sollen einer Gelenkzerstörung vorbeugen bzw. diese verzögern und 

somit die Funktionsfähigkeit der Gelenke erhalten. Im Gegensatz zu einer 

symptomatischen Therapie soll eine Beeinflussung des Krankheitsverlaufes erzielt 

werden, jedoch tritt ihre Wirkung meist erst verzögert ein (4-16 Wochen). Zur 

Überbrückung bis zum Wirkungseintritt der DMARDs ist eine niedrigdosierte 

Cortison-Therapie aufgrund ihrer symptomlindernden und entzündungshemmenden 

Wirkung gut etabliert. Jedoch eignet sich diese nicht als Langzeittherapie 18. Die 
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DMARD-Therapie sollte anschließend dauerhaft fortgesetzt, regelmäßig überprüft 

(z.B. anhand der DAS-EULER Responder-Kriterien) und ggf. modifiziert werden um 

die Krankheitsaktivität kontinuierlich zu unterdrücken 18. 

Aktuell unterscheidet man die traditionellen Wirkstoffe von den neueren Biologicals. 

Zu den traditionellen DMARDs zählen die Antimalariamittel Hydroxychloroquin und 

Chloroquin, die Immunsuppressiva Azathioprin, Cyclosporin, Leflunomid und 

Methotrexat, weiterhin Sulfasalazin, D-Penicillamin und orales/parenterales Gold. 

Die letzteren zwei finden momentan zwar noch Anwendung, werden jedoch nicht 

mehr in den aktuellen Leitlinien des ACR empfohlen 19.  

Es wird zunächst eine Monotherapie angestrebt. Methotrexat ist dabei die im 

Ersteinsatz am häufigsten verwendete Substanz aufgrund seines raschen 

Wirkbeginns, bester Langzeit-Compliance, gesichertem Nachweis von 

Destruktionsbremsung und Mortalitätsverringerung und Kostengünstigkeit bei 

aktiver RA 18. Darüber hinaus ist es der meistverwendete Partner in DMARD-

Kombinationen. Das Nebenwirkungsspektrum der Basistherapeutika umfasst neben 

unspezifischen gastrointestinalen Reizsymptomen (z.B. Übelkeit, Erbrechen, 

Diarrhöen) auch die Induktion von ulzerösen Schleimhautläsionen und das Auftreten 

einer Hepatopathie, welche bis zu einer fulminanten Hepatitis führen kann 17.  

Bei Patienten, die auf die traditionellen DMARDs nicht ausreichend ansprechen, 

kommen die Biologicals als Mono- oder Kombinationstherapie mit Methotrexat in 

Frage. Dazu zählen die TNF-α-Inhibitoren Adalimumab, Etanercept und Infliximab, 

der IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra 20, 21 (in Deutschland nur als 

Kombinationstherapie mit Methotrexat zugelassen) und der chimäre monoklonale 

anti-CD20 Antikörper Rituximab 22, 23. Es ist mittlerweile in mehreren Studien belegt 

worden, dass TNF-α-Inhibitoren wirksam die Krankheitsaktivität, die Lebensqualität 

und die radiologisch nachweisbare Progression verbessern können 24-27. Im 

Gegensatz zu den Basistherapeutika weisen sie nach derzeitiger klinischer Erfahrung 

und Datenlage in der Literatur keine relevanten gastrointestinalen Nebenwirkungen 

auf 17. Jedoch ist mit einem leicht erhöhten Infektionsrisiko und einem 

dosisabhängigen Risiko für Malignität zu rechnen. Schwere Infektionen sind sehr 

selten, können im Einzelfall aber ein lebensbedrohliches Ausmaß erreichen 28, 29.  

In den letzten Jahren werden weitere Therapieansätze vielversprechend diskutiert, 

wie zum Beispiel eine Blockade der NO-Synthese 30, die Hemmung der 
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Neoangiogenese mittels VEGF-Rezeptorblockaden 31 wie auch die Therapie mit 

Statinen 32. 

 

 

1.1.3. Bedeutung der Leukozyten und Thrombozyten bei 

der RA 

 

Thrombozyten sind bikonvexe, zellkernlose Zellen und mit etwa 3 µm die kleinsten 

korpuskulären Bestandteile des Blutes. Es zirkulieren zwischen 150000-400000 

Bluttplättchen pro µl unter physiologischen Bedingungen im menschlichen Blut. Sie 

werden im Knochenmark und im monozytären Makrophagensystem durch 

Abschnürung aus den Megakaryozyten gebildet und in der Milz gespeichert.  

 

Thrombozyten sind ein Schlüsselelement bei der Verknüpfung von Hämostase, 

Inflammation und Gewebereparatur. Auch spielen sie eine wichtige Rolle bei der 

antimikrobiellen Abwehr 33-35. Sie werden in einer Vielzahl von entzündlichen 

Erkrankungen aktiviert, unter anderem bei der RA 10, 36, 37. Innerhalb von Sekunden 

reagieren sie auf spezifische Signale durch Gewebsdefekte oder durch die Invasion 

von Pathogenen. Durch diese Stimulierung aggregieren sie mittels Exprimierung 

neuer Rezeptoren für Adhäsionsproteine, ändern ihre Form (auch "shape change" 

genannt) und setzen eine Fülle an Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen 

Mediatoren frei. Zusätzlich treten sie in direkten Kontakt mit Endothelzellen, 

Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten, wodurch sie diese entweder stimulieren 

oder hemmen können. Die prinzipalen membranständigen Thrombozytenrezeptoren 

für diese Interaktion mit den anderen Zellen sind Glykoprotein IIb/IIIa (GP IIb/IIIa) 

38 und P-Selektin 39-41.  

Diese kontrollierte Interaktion von Leukozyten, Endothelzellen und Thrombozyten 

über Chemotaxis und Adhäsion ist ein maßgeblicher Mechanismus für fast alle 

entzündlichen Prozesse 42. Thrombozyten tragen dazu bei, indem sie nach Adhäsion 

und shape change an geschädigtem Endothel eine adhäsive Oberfläche bereitstellen 

und damit das Rollen, Adhärieren und die Transmigration der Leukozyten 

unterstützen, diese stimulieren und die Chemokin-Synthese von Leukozyten und 

Endothelzellen regulieren (siehe Tabelle 1: Beitrag der Thrombozyten zur 

Entzündungsreaktion und die dabei involvierten Mediatoren 42). Die Aktivierung und 
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Interaktion der Thrombozyten mit den Endothelzellen bei der Entzündung führt 

somit zu einer gesteigerten Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten und 

folglich zu einem gesteigerten Endothelzellschaden bei der Entzündung 43, 44, was 

auch schon in vorangegangenen Studien am Modell der Antigen-induzierten Arthritis 

der Maus im Rahmen der Arbeitsgruppe am Walter-Brendel-Zentrum (WBZ) der 

Ludwig-Maximilians-Universität gezeigt werden konnte 10. 

 

Entzündungsreaktion Mediatoren 

Gefäßreaktion Prostaglandin E, Serotonin, Histamin,  

PDGF, VEGF 

Chemotaxis für Leukozyten Plättchenfaktor-4, PDGF, β-Thromboglobulin, 

RANTES, TGF-β 

Stimulation von Leukozyten ADP, ATP, 

Plättchenfaktor-4, β-Thromboglobulin, PDGF, 

TGF-β RANTES, IL-1, P-Selektin 

Beteiligung an der 

Wundheilung 
PDGF, TGF-β, FGF, Angiopoietin, EGF 

 

Tabelle 1: Beitrag der Thrombozyten zur Entzündungsreaktion und die dabei involvierten Mediatoren 42 

 

Als maßgebende Organellen für die inflammatorischen Eigenschaften der 

Thrombozyten gelten das Kanalikuläre System, α-Granula und dichte Granula. 

Das Kanalikuläre System ist eine spezielle Form des rauen Endoplasmatischen 

Retikulums, welches für die Endo- und Exozytose und zur Bildung von Pseudopodien 

verantwortlich ist. Der Thrombozyt besitzt ein dynamisches Zytoskelett, welches sich 

innerhalb von Sekunden durch einen aktivierenden Stimulus unter Ausbildung o.g. 

Pseudopodien verändern kann. Dieser shape change ermöglicht es dem 

Thrombozyten durch Oberflächenvergrößerung 45 mit anderen zellulären 

Blutbestandteilen und mit dem Endothel in Kontakt zu treten.  

Es gibt ungefähr 80 α-Granula und etwa 5 dichte Granula pro Thombozyt. α-Granula 

sind die wichtigsten Speicherkompartimente und enthalten viele entscheidende 

Moleküle (siehe Tabelle 2: Übersicht der Thrombozytengranula und ihrer 

Inhaltsstoffe ), welche verantwortlich sind für Adhäsion, Aggregation, Chemotaxis, 

Proliferation (Angiogenese, Wundheilung), Inflammation, Koagulation, 

Atherosklerose, antimikrobielle Abwehr und Malignität 46, 47. Durch Aktivierung 
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fusionieren sie mit dem offenen Kanalikulären System und setzen damit ihren Inhalt 

frei 48. Im Gegensatz zu den α-Granula sind die Effekte durch die Inhaltsstoffe der 

dichten Granula eher auf die Initialphase der Entzündung beschränkt 42. 

 

Zusätzlich zur Degranulation dieser gespeicherten Mediatoren, sind aktivierte 

Thrombozyten auch fähig, Eicosanoide zur Regulation der Hämostase und der akuten 

Inflammation zu bilden. Dazu gehören Thromboxan A2 (TXA2) und Prostaglandin F2α 

(PGF2α), welche vasokonstriktiv wirken, PGE2 als Vasodilatator und 

Schmerzmodulator 42, und 12-Hydroxyeicosatetraenoat (12-HETE), welches durch 

ein thrombozytenspezifisches Enzym synthetisiert wird und chemotaktisch auf 

Eosinophile wirkt 49.  

Weiterhin ist es den Thrombozyten durch Expression verschiedener 

Adhäsionsmoleküle möglich, sich an andere subendotheliale Strukturen zu binden. 

Von großer Bedeutung sind hierbei besonders verschiedene Typen von Kollagen, 

Fibronektin, Laminin, Thrombospondin und der von-Willebrand-Faktor (vWF). 
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α-Granula Dichte Granula 

 

Chemokine 

- Plättchenfaktor 4 

- β-Thromboglobulin 

- Connective tissue activating protein 3 

- Neutrophil activating peptide2 

- RANTES (Regulated up on activation, normal T-

cell and presumably secreted) 

- Macrophage inflammatory protein 1α 

Adhäsive Moleküle 

- Thrombospondin 

- Fibrinogen 

- Fibronectin 

- Vitronectin 

Wachstumsfaktoren 

- PDGF (platelet-derived growth factor) 

- TGF-β (Transforming growth factor β) 

- EGF (Epidermal growth factor) 

- Insulin-like growth factor 

- VEGF (Vascular endothelial growth factor A & C) 

- FGF (Fibroblast growth factor) 

- Hepatocyte growth factor 

Interleukin 1β 

Immunoglobuline 

- IgG, IgM, IgA, IgE 

Cationische Proteine 

P-Selektin 

von Willebrand Faktor 

Gerinnungsfaktoren 

- Faktor V 

- Faktor VIII 

Glykoprotein IIb/IIIa 

Plasminogen activator inhibitor 1 

Enzyme 

- α1-Antitrypsin 

- α2-Makroglobulin 

- α2-Antiplasmin 

- C1-Esterase-Inhibitor 

 

Serotonin 

Adrenalin 

Noradrenalin  

Dopamin 

Histamin 

Bivalente Kationen  

     (z.B. Ca²+ und Mg²+) 

ADP und ATP 

GDP und GTP 

 

Tabelle 2: Übersicht der Thrombozytengranula und ihrer Inhaltsstoffe 50 
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1.2. Statine 

 

1.2.1. Grundlagen 

 

Als Statine, auch bekannt als Cholesterinsyntheseenzym(CSE)-Hemmer, bezeichnet 

man eine Gruppe von Medikamenten zur Senkung der Serumkonzentration von LDL-

Cholesterin. Statine hemmen kompetitiv die HMG(3-Hydroxy-3-Methylglutaryl)-CoA 

Reduktase, welche bei der Cholesterinbiosynthese als geschwindigkeitsbestimmendes 

Enzym HMG-CoA zu Mevalonsäure katalysiert. Man unterscheidet 2 Generationen: 

die erste Generation besteht aus natürlich hergestellten Statinen (Lovastatin, 

Simvastatin und Pravastatin), die zweite aus synthetischen (Fluvastatin, Atorvastatin 

und Rosuvastatin). 

 

 

 

 

Abbildung 3: Strukturformel von Simvastatin 
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Der erste Vertreter dieser Gruppe, ML-236B, auch bekannt als Compactin oder 

Mevastatin, wurde 1976 erstmalig aus dem Pilz Penicillum citrinum von Akira Endo 

51, 52 extrahiert. Michael S. Brown und Joseph L. Goldstein griffen diese Entdeckung 

auf und bestätigten erstmalig, dass Compactin die HMG-GoA-Reduktase-Aktivität in 

Fibroblasten von Patienten mit familiärer Hypercholesterinämie hemmt 53.   

1980 gewannen Alberts et al. 54 bei Merck Research Laboratories aus einem Stamm 

von Aspergillus terreus den wirkungsstärkeren HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor 

Mevinolin, heute bekannt als Lovastatin, dem Vorgänger von Simvastatin. 

Jedoch konnte erst 1994 eine randomisierte Studie mit 4444 Patienten (Scandinavian 

Simvastatin Survival Group (4S)) die klinische Anwendung als Prophylaxe bei 

kardiovaskulären Erkrankungen etablieren 55. Heute finden Statine als Lipidsenker 

eine breite klinische Anwendung bei Hypercholesterinämie und bei der primären und 

sekundären Prophylaxe nach Herzinfarkt durch eine signifikante Senkung der 

Morbidität und Mortalität bei kardiovaskulären Erkrankungen 56-60. 

 

Simvastatin, welches 1990 in den Handel kam, ist ein Prodrug und gehört wie 

Lovastatin und Atorvastatin zu den lipophilen CSE-Hemmern, welche hauptsächlich 

vom Cytochrom P-450 3A4 (CYP3A4) in der Leber metabolisiert werden. Die 

Halbwertszeit beträgt 2-3 Stunden und es wird zu 13% renal ausgeschieden. Bei den 

normal gebräuchlichen Dosierungen zwischen 5-80 mg kann Simvastatin das Serum-

LDL-Cholesterin um 25-30% senken und wird generell sehr gut toleriert. Jedoch 

sollte man auf eine Dosisanpassung bei der gleichzeitigen Gabe von CYP3A4-

Hemmern achten, da die Interaktion mit einem CYP3A4-Hemmer wie zum Beispiel 

Clarithromycin, Fluconazol, Cimetidin, Erythromycin, Amiodaron, Verapamil und 

Grapefruitsaft das Risiko von Nebenwirkungen erhöht 61.  

Das Nebenwirkungsspektrum der Statine umfasst neben den allgemeinen 

Symptomen wie zum Beispiel Kopfschmerzen und gastrointestinale Störungen 62 

(Übelkeit, Dyspepsie, Konstipation, Diarrhö), bei 1-5% der Patienten Myalgien und 

seltener auch Myopathien 63, Creatinkinasen(CK)-Anstieg, erhöhte Leberwerte und in 

ganz seltenen Fällen eine Rhabdomyolyse mit konsekutivem akutem Nierenversagen 

durch Myoglobulinurie, die schwerste und häufig letale Form der toxischen 

Myopathie 64. Weiterhin werden in einzelnen Fällen noch Hepatotoxizität 65, 

Sehnenerkrankungen 66, Laktatazidose durch Senkung des Coenzym Q10 (Ubichinon) 
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Plasmaspiegels, einem essentiellen Cofaktor der mitochondrialen Atmungskette 67, 

ulzerative Colitis 68 und Pankreatitis 69 beschrieben. 

 

1.2.2. Statine und die RA 

 

Der Zusammenhang mit Inflammation wurde erstmalig 1995 von Kobashigawa et al. 

70 im Rahmen von Herztransplantationen beschrieben. Kobashigawa beobachtete 

einen positiven Effekt von Pravastatin auf die Abstoßungsrate, 1-Jahres-

Überlebensrate und die Inzidenz von koronarer Vaskulopathie nach 

Herztransplantation. Ein Jahr später zeigte Katznelson et al. in einer Pilotstudie, dass 

Pravastatin ebenfalls die akute Abstoßung bei Nierentransplantationen signifikant 

reduziert 71.  

Daraufhin untersuchten Brenda Kwak et al. die immunmodulatorische Wirkung von 

verschiedenen Statinen (Atorvastatin, Lovastatin und Pravastatin) in vitro auf die 

Expression von MHC-II (major histocompability class II) und die darauffolgende 

Lymphozytenaktivierung in verschiedenden Zelltypen, unter anderem auch an 

primären humanen Endothelzellen. Sie konnten zeigen, dass Statine dosisabhängig 

die Induktion der MHC-II-Expression durch Interferon-γ (INF-γ) direkt und damit 

auch indirekt die MHC-II-vermittelte T-Zell-Aktivation hemmen, wobei Pravastatin 

der stärkste Inhibitor war 72.  

Weitere in vitro Studien zeigten neben diesen immunmodulatorischen Effekten auch 

eine anti-inflammatorische Wirkung unabhängig vom Lipid-senkenden Effekt, zum 

Beispiel durch die reduzierte Produktion von Chemokinen, welche bei der 

Leukozytenmigration involviert sind 73, die selektive Blockierung der LFA-1 

(leucocyte function antigen-1) vermittelten Adhäsion und T-Zell Costimmulation 74 

und die Reduktion von Interleukin-6 (IL-6) und IL-8 durch TNF-α induziert oder 

durch IL-1 stimulierte FLS (fibroblast-like synoviocytes) 75, 76. Desweiteren wurde ein 

dosis-abhängiger biphasischer Effekt von Simvastatin auf FLS beobachtet: niedrig 

dosiert führte Simvastatin zu einer Hemmung der IL-6 und IL-8 Exprimierung, hoch 

dosiert induzierte es eine Apoptose in FLS 77. 

Klinische Studien unterstützen diese anti-inflammatorische Hypothese: Albert et al. 

zeigten eine signifikante Senkung von C-reaktivem Protein (CRP) als 

Entzündungsmarker in der PRINCE-Studie (the pravastatin inflammation/CRP 

evaluation), einer randomisierten Kohortenstudie bei Patienten mit und ohne 
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kardiovaskulären Erkrankungen 78. Im Rahmen von Herztransplantationen konnten 

Wenke et al. eine signifikant bessere 8-Jahres-Überlebensrate und niedrigere 

Inzidenz von Transplantations-Vaskulopathien durch Simvastatin-Therapie 

erheben79.  

Heute wird zusätzlich die Wirkung von Statinen auf die rheumatoide Arthritis (RA) 

stark diskutiert. Die Arbeitsgruppe von Leung et al. 80 beschrieb am Modell der 

Kollagen-induzierten Arthritis der Maus eine Hemmung der Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen (TNF-α, IL-6, IL-12 und Interferon(IFN)-γ) der  T-

Zell-aktivierten Makrophagen durch Simvastatin. Klinische Studien bekräftigen diese 

Hypothese: Abud-Mendoza et al. zeigte an therapierefraktären RA-Patienten eine 

deutliche klinische Besserung durch Simvastatin-Therapie im Vergleich zu 

Chloroquin 81. In der TARA-Studie (Trial of Atorvastatin in Rheumatoid Arthritis) 

beobachteten McCarey et al. moderate, aber klinisch apparente anti-

inflammatorische Effekte durch sechs Monate Therapie mit Atorvastatin. Sie 

beschrieben zusätzlich eine signifikante Senkung von CRP und der 

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) 82. Eine signifikante Reduktion von CRP und 

TNF-α durch Simvastatin bei chronischen RA-Patienten wurde auch von Tikiz et al. 

beschrieben 83. Ähnliche Ergebnisse zeigten Shirinsky et al., jedoch beschrieben sie 

eine Abhängigkeit der IL-6-Reduktion mit einer klinischen Besserung bei Patienten 

mit RA. Weiterhin postulierten sie, dass erhöhte Ausgangswerte von IL-10 ein 

möglicher Vorhersagewert für das Ansprechen auf eine Simvastatin-Therapie sein 

könnte 84.  Auch Hermann et al. zeigte einen Zusammenhang zwischen der Besserung 

der endothelialen Funktion, als Zeichen des Therapie-Ansprechens, mit erhöhten 

Entzündungsmarkern 85. Weiterhin wurde von Kanda et al. eine Reduktion der 

Th1/Th2 und CD4/CD8 Ratio durch Simvastatin gemessen 86. 

 

 

Es wurde in den letzten Jahren eine Reihe weiterer pleiotroper Effekte von Statinen 

beobachtet. Dazu zählen  

- die protektive Wirkung auf das Gefäßendothel durch erhöhte NO(nitric oxide)-

Produktion 87-89,  

- ein antikoagulativer Effekt durch Senkung der Konzentration von Thrombin-

Antithrombinkomplexen und P-Selektin 90,  

- eine reduzierte Thrombozytenaktivation 91 und Thrombingeneration 92, 93,  
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- ein fibrinolytischer Effekt durch Erhöhung der tPA (tissue plasminogen 

activator) in humanen Endothelzellen 94, der fibrinolytischen Aktivität durch 

geranylgeranyliertes Rho-Protein und durch die Unterbrechung von 

Aktinfilamenten an der Aorta der Ratte 95,  

- ein antioxidativer Effekt 96,  

- und ein knochen-und knorpelprotektiver Effekt unter anderem durch 

Hemmung der Matrix-Metalloproteinase-3 in humanen Chondrozyten 97 und 

Supprimierung der periartikulären Knochendestruktion im Rahmen der RA 

der Ratte 98. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. Ziel der Studie 

17 

 

2. Ziel der Studie 

 

Trotz vielfacher neuer Erkenntnisse über die immunmodulatorische und 

entzündungshemmende Wirkung der Statine in den letzten Jahren ist bis heute 

wenig über die genauen Mechanismen bekannt. Ziel dieser experimentellen Studie ist 

es daher den entzündungshemmenden Effekt von Statinen auf die Leukozyten- und 

Thrombozyten-Endothelzellinteraktion anhand des Modells der Antigen-induzierten 

Arthritis der Maus in vivo zu untersuchen. 

Ziele der intravitalen, fluoreszensmikroskopischen, tierexperimentellen Studie 

waren:  

 

1) Untersuchung der Leukozyten- und Thrombozyten-Endothelzellinteraktion 

und der Gefäßproliferation im Synovialgewebe des Knies der Maus mit und 

ohne Antigen-induzierter Arthritis, sowie Darstellung des klinischen Verlaufs 

und der Histologie 

2) Untersuchung der Wirkung von Statinen auf die Leukozyten- und 

Thrombozyten-Endothelzellinteraktion und Gefäßproliferation im Rahmen 

der Entzündungsreaktion im Synovialgewebe der arthritischen Maus im 

Vergleich zur nicht-arthritischen.  

 

Diese Studie verwendet das von Veihelmann et al. entwickelte Modell für die 

intravitale mikroskopische Analyse der synovialen Mikrozirkulation in vivo. Als 

Arthritis-Modell dient das 1977 initial von Brackertz et al. 99-101 beschriebene Modell 

der Antigen-induzierten Arthritis der Maus.  
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3. Material und Methoden 

 

 

3.1. Anmerkung 

 

Folgend vorgestellte tierexperimentelle Untersuchungen wurden am Walter-Brendel-

Zentrum der Ludwig-Maximilians-Universität durchgeführt. 

 

3.2. Versuchsmodell 

 

 

Es handelt sich um die von Veihelmann et al. 103, 104 etablierten, intravitalen 

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen am Modell der Antigen-induzierten 

Arthritis der Maus nach Brackertz et al. 99-101. 

 
 

3.2.1. Versuchstiere 

 

Für sämtliche Versuche dieser Studie wurden ausschließlich weibliche C57Bl6 Mäuse 

(Charles-River-Wiga GmbH, Sulzfeld, Deutschland) im Alter zwischen 8 bis 10 

Wochen und mit dem Gewicht von 18 bis 24 Gramm verwendet. Während des 

Versuchszeitraumes wurden die Tiere einzeln in Polystyrenkäfige eingestreut mit 

Sägespänen untergebracht. Es herrschte ein 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus, eine 

Umgebungstemperatur von 22°C und eine Luftfeuchtigkeit von 40%. Die Tiere 

erhielten handelsübliches Trockenfutter für Nagetiere (ssniff®-Standard-Diät für 

Ratten/Mäuse: 120mg Vitamin E, 18 000 IU Vitamin A/kg; Ssniff Spezialdiäten 

GmbH, Soest, Deutschland) und Leitungswasser ad libitum.  

 

Es wurden nur Versuchstiere mit normalen, unauffälligem Fress-, Putz- und 

Spielverhalten verwendet. 
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3.2.2. Versuchsgruppen 

 

In dieser Studie wurden vier Gruppen mit jeweils 7 validen Versuchstieren 

untersucht. Dabei wurden die Tiere randomisiert folgenden Gruppen zugewiesen: 

Zwei nicht-arthritische Kontrollgruppen und zwei arthritische Gruppen, davon 

jeweils eine mit Statinen und eine mit Vehicle therapiert. Die Versuche wurden 

doppelt verblindet und randomisiert. 

 

Therapie 
Nicht-arthritische 

Kontrollgruppen 

Versuchsgruppen mit 

Antigen-induzierter Arthritis 

Vehicle (als Placebo) „Kontrolle Vehicle“ „AiA Vehicle“ 

Simvastatin „Kontrolle Statin“ „AiA Statin“ 

 

 

 

3.2.3. Arthritisinduktion 

 

Die Versuchstiere werden vor der Arthritis-Induktion (d 0) zweimalig 

präimmunisiert, jeweils 21 (d -21) und 14 (d -14) Tage vorher. Dies erfolgt erstens mit 

der subkutanen Injektion eines Protein-Antigen-Gemisches aus 100 μg mBSA 

(methyliertes bovines Serumalbumin, Sigma, Deisenhofen, Deutschland), gelöst in 

50μg CFA (Complete Freund’s Adjuvant, Sigma) und versetzt mit Mycobacterium 

tuberculosis (Stamm H37RA; Difco, Augsburg, Deutschland) in die Flankenregion. 

Zweitens werden zu den beiden gleichen Zeitpunkten zusätzlich eine abgetötete 

Biomasse aus 2x109 hitzegetöteten Bortadella pertussis (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) 

intraperitoneal appliziert. An Tag 0 erfolgt dann die Immunisierung und damit die 

Arthritis-Induktion durch eine intraartikuläre Gabe von 100μg mBSA als Antigen 

gelöst in 50μl NaCl in das linke Kniegelenk.  

Sämtliche Injektionen wurden in einer Isofluran-Kurznarkose durchgeführt. Für die 

intraartikulären Injektionen wurden Mikrokanülen, gauge 33, zum Punktieren des 

Gelenkes durch die Patellarsehne hindurch verwendet (Fine Science Tools GmbH, 

Heidelberg, Deutschland). Es wurden die klinischen Parameter Gelenksdurchmesser, 
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Spontanverhalten, Pflegezustand und Gewicht auf einem Verlaufsbogen 

dokumentiert.   

Die verschiedenen Phasen der Gelenksdestruktion im Sinne einer Arthritis werden 

anhand von der Literatur (Brackertz et al. 99-101) und nach Vorversuchen (Veihelmann 

et al. 103) wie folgt definiert: die Akutphase nach einer Woche (7 Tage), die 

Intermediärphase nach 4 Wochen (30 Tage) und die chronische Phase nach 9 

Wochen (63 Tage). 

 

 

3.2.4. Statintherapie 

 

Die Studie untersucht die Entzündungsreaktion im Rahmen der Antigen-induzierten 

Arthritis nach einer Therapie-Dauer von 14 Tagen. Dabei wurden die Tiere ab dem 

Tag der Arthritisinduktion für 14 konsekutive Tage entweder mit einem Placebo oder 

mit Simvastatin intraperitoneal behandelt, die Menge der Substanzen wurde auf das 

Gewicht des Tieres umgerechnet (40mg/kgKG). Dazu wurde das Tier unter 

inhalativer Kurznarkose (im folgenden Kapitel näher beschrieben) zunächst gewogen, 

um anschliessend die gewichtsadaptierte intraperitoneale Injektion (0,18-0,24 ml) 

durch Anheben der Bauchdecke mit einer ……… Kanüle zu applizieren. Im Rahmen 

der Therapie wurden täglich die klinische Erscheinung und das Gewicht anhand eines 

klinischen Scores und der Kniegelenksdurchmesser dokumentiert.  

 

Für die Herstellung einer 10 mM Stocksolution wurde 41,8 mg Simvastatin in 1,5 ml 

0,1N NaOH und 1 ml Äthanol gelöst. Diese Lösung wurde für 2 Stunden bei 50°C 

inkubiert, sodass die Lösung klar wurde. Bei diesem Vorgang wurde das Simvastatin 

von der inaktiven Laktonform in die aktive saure Form 102 gebracht. Das Volumen 

wurde mit PBS auf 10 ml gebracht und steril filtriert.  

Gleicher Vorgang gilt für das Vehicle, nur ohne Zugabe von Simvastatin.  
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Abbildung 4:  Versuchsablauf 

 

 

 

 

3.3. Operation 

 

3.3.1. Narkose 

 

Alle Eingriffe an den Versuchstieren, das heisst, die präoperativen Injektionen zur 

Arthritisinduktion und alle Statin- und Vehicle-Injektionen, Kniegelenksmessungen 

und die Operation mit Intravitalmikroskopie sowie die transthorakale Herzpunktion 

zur Thrombozytengewinnung wurden ausnahmslos in Inhalationsnarkose 

durchgeführt. Diese bestand aus einem Gemisch aus Sauerstoff (Fi O2 35%), Lachgas 

und Isofluran 1,2% (Forene, Abbott, Wiesbaden, Deutschland), welches über einen 

Vapor (Dräger, Lübeck, Deutschland) zugeführt wird. 

Die Narkose wurde intraoperativ dem Blutdruck und der Herzfrequenz angepasst, 

um dem Tier eine schmerzfreie Behandlung zu ermöglichen und eine optimale 

Überwachung zu gewährleisten. 

 

 

 

 

 

d -21 d -14 
d 0 d 14 

Präimmunisierung: 
 
  s.c. Complete Freund‘s Adjuvant (50 μl) 
         mBSA (100 μg) 
         M. tuberculosis (200 μg) 
  i.p.  B. pertussis (2x109) 

Arthritisinduktion: 
  intraartikuläre Injektion  
  von 50 μg mBSA 

1. Therapietag 
 IVM 

tgl.Simvastatin  
  Therapie i.p.  
      (40 mg/kgKG) 
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3.3.2. Versuchsaufbau 

 

Nach Narkotisierung wurde das Versuchstier in Rückenlage auf einer Heizplatte 

fixiert (Effenberger, München, Deutschland). Eine rektale Temperatursonde wurde 

eingebracht, um eine physiologische Körpertemperatur zwischen 36,5°C und 38°C zu 

gewährleisten. Anschließend wurde der Gefäßnervenbündel am proximalen Drittel 

des Schwanzes der Maus freipräpariert um einerseits über die Schwanzarterie den 

Blutdruck zu überwachen (Druck-Transducer, Sirecust 300D, Siemens, Deutschland) 

und um andererseits über die Schwanzvene eine Verweilkanüle für spätere 

Injektionen von Fluereszensmarkern und zur Volumensubstitution zu legen.  Die 

Katheter (Fa. Portex, Lynthe, Kent, England) wurden beide mit zwei Fäden (5/0 

Ethibond®, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) und durch Klebestreifen (BDF 

AG, Hamburg, Deutschland) an der Heizplatte fixiert.  

 

 

 

 

 

3.3.3. Mikrochirurgische Präparation 

 

Zur Präparation des Kniegelenkes wurde das linke Kniegelenk in einem Winkel von 

45° Flexion auf einem speziell angefertigen Plexiglasblock gelagert und mit 

Klebeband fixiert. Nach Desinfektion wurde proximal der Pfote das Fell mit einer 

Schere eingeschnitten und bis zum Inguinalbereich eröffnet. Anschließend erfolgte 

die longitudinale Spaltung der oberflächlichen Faszien, um das Fell zur Seite lagern 

zu können. Die Patellarsehne wurde mit einer Pinzette (FST, Vancover, B.C., Kanada) 

unterfahren, um sie dann an ihrem distalen Ansatz an der Tibia mit einer 

mikrochirurgischen Schere zu durchtrennen und nach proximal wegzuklappen. Nun 

war die Sicht frei auf den Hoffa’schen Fettkörper mit der Synovialis.  
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Abbildung 5: Präparation des Kniegelenks. Links: linkes Kniegelenk nach Eröffnung der Haut und Spaltung der 

Faszien, Sicht direkt auf die intakte Patellarsehne. Rechts: Nach Druchtrennung der Patellarsehne; Sicht auf den 

Hoffa’schen Fettkörper mit Synovialis. 

 

Wie auf Abbildung 5: Präparation des Kniegelenks. Links: linkes Kniegelenk nach 

Eröffnung der Haut und Spaltung der Faszien, Sicht direkt auf die intakte Patellarsehne. 

Rechts: Nach Druchtrennung der Patellarsehne; Sicht auf den Hoffa’schen Fettkörper mit 

Synovialis. zu sehen, erfolgte die Präparation mithilfe eines Operationsmikroskops 

(Leitz, Wetzlar, Deutschland). Nun wurde auf dem Plexusglasblock beidseitig um das 

Knie ein Silikontropfen gesetzt, worauf nach Superfusion des Opersationssitus mit 

steriler 0,9%iger Kochsalzlösung ein Deckglas gelegt wurde. Dies dient zum Schutz 

des Präparats vor Austrocknung und mechanischen Schäden sowie zur Ermöglichung 

der Intravitalmikroskopie. 
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Abbildung 6: Vorgehen bei der Präparation: Fixierung des Kniegelenks in 45° Flexion und nach Freilegung der 

Patellarsehne und deren Durchtrennung. Darüber das Deckglas und das IVM. 

 

 

 

 

3.4. Versuchsprotokoll 

 
Für alle durchgeführten Versuche wurde folgendes Protokoll verwendet: 
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Abbildung 7: Versuchsprotokoll. 
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3.5. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 

 
 

 

Abbildung 8: Technischer Aufbau zur Intravitalmikroskopie bestehend aus (1) computergesteuertem 

Mikroskopiertisch mit (2) Versuchstier und Situs, (3) Deckglas, (4) Intravitalmikroskop mit Videokamera, (5) 

Bildschirm, (6) Videoaufnahmegerät und (7) Computer. 

 

 

Das verwendete Intravitalmikroskop wurde bereits zuvor von Harris et al. im Detail 

beschrieben 105. Für die Versuche wurde ein Auflichtmikroskop der Firma Zeiss 

(Axiotech Vario, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) verwendet, welches mit einem 

Projektionsokular von 1,25-fachem Vergrößerungsfaktor ausgestattet ist. Zusätzlich 

wurden die intravitalen Aufnahmen mit einem 20x/ 0,5W Archoplan 

Immersionsobjektiv von Zeiss durchgeführt. Als Lichtquelle diente eine 

Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 100 W (AtoArc, Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland). Für die digitalen Aufnahmen wurde zunächst senkrecht im Lichtgang 

eine schwarz-weiß Kamera angeschlossen (Camera FK 6990 A-IQ, Pieper GmbH, 

Schwerte, Deutschland; Lichtempfindlichkeit 0,02 Luxm 699 x 581 Bildpunkte). Die 

Videosequenzen wurden anschließend auf einem Digital Videocassette Recorder 

(DSR-45P, Sony GmbH, Köln, Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 50 

Halbbildern pro Sekunde, mit Einblendung eines Zeitcodes und des Datums mittels 
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Videozeitgenerator (VT 633; Fora Company Ltd., Tokyo, Japan), aufgezeichnet. Das 

Bild wurde letztendlich online computerunterstützt über einen Bildschirm (Trinitron 

PVM 20M2MDE, Sony GmbH, Berlin, Deutschland) dargestellt. Die Aufnahmen 

wurden zur späteren Offline-Auswertung auf Videokassetten (AY-DV124AMQ, 

Panasonic) aufgenommen. Die Auswertung erfolgt über eine Software, die es erlaubt 

in Echtzeit Flächen-, Gefäßdichte- und Flussgeschwindigkeitsmessungen 

durchzuführen (CAP-Image, Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland 106).  

 

Die Feinfokussierung der jeweiligen Präparationsareale wurde durch einen Mikro-

/Makrobetrieb, an dem das gesamte Mikroskop aufgehängt war, ermöglicht. Ein 

Fluoreszenzfilterschieber ermöglichte das Einsetzen der entsprechenden 

Bandpassfilter:  

- zur Darstellung CFDA-markierter  Thrombozyten und FITC-Dextran: Filter 

Set 09: BP 450-490, Farbteiler (FT) 510, long pass (LP) 520, 

Anregungsbereich blau;  

- zur Darstellung von Rhodamin 6G-gefärbter Leukozyten: Filter Set 15: BP 

546/12, FT 580, LP 590, Anregungsbreich grün. 

Durch Umschalten der Filterblöcke und des Anregungslichts war es möglich, 

konsekutive Aufnahmen von Videosequenzen von allen untersuchten Gefäßen zu 

machen. 

 

Pro Versuchstier wurden 3 Gesichtsfelder ausgewählt und aufgenommen, die jeweils 

1-3 postkapilläre Venolen (18-40 µm Durchmesser) oder Kapillaren zur Messung der 

funktionellen Kapillardichte (FCD) beinhalten.  

 

 

3.5.1. Fluoreszenzmarkierung 

 

Zur Visualisierung der Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 

wurden die Thrombozyten sowie die Leukozyten durch Fluoreszenzfarbstoffe direkt 

angefärbt. Das Plasma wurde durch an Proteine bindendes FITC-Dextran dargestellt, 

um den Gefäßdurchmesser, die Erythrozytenfließgeschwindigkeit und die 

funktionelle Kapillardichte zu erfassen. 
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3.5.1.1. Thrombozyten: Kardiale Punktion und Markierung 

 

Die Thrombozyten wurden im Gegensatz zu den Leukozyten ex vivo angefärbt. Dazu 

wurde zunächst einem synergenem Spendertier (weiblich, C57Bl6) mittels 

Herzpunktion in Narkose ca. 1 ml Vollblut entnommen. Das Blut wurde anschließend 

mit 0,2 ml Alsevers-Puffer (38 mM Zitronensäure, 75 mM Trisodium Citrat/ 100 mM 

Dextrose), 20 µl Prostaglandin E1 (PGE 1, Serva, Heidelberg, Deutschland) und 0,5 

ml Dulbecco phosphate-buffered Saline (D-PBS, PAN-Systems, Aidenbach, 

Deutschland) versetzt. Diese Probe wurde dann für 10 Minuten bei 900 U/min 

zentrifugiert, um das thrombozytenreiche Plasma von den restlichen 

Blutbestandteilen zu separieren. Dieses wurde mit 1,5 ml D-PBS, 0,3 ml Alsevers und 

50 µl PGE 1 resuspendiert und der lang sichtbare Fluoreszenzmarker 

Carboxyfluoreszein-Diacetatester (CFDA-SE, Molecular Probes, Eugene, OR) 

zugesetzt um die Thrombozyten anzufärben, um somit die Thrombozyten-

Endothelzell-Interaktion darstellen zu können 107. Dieser Ansatz wurde nach einer 

Inkubationszeit von 5 Minuten im Dunkeln für weitere 10 Minuten bei 3000 U/min 

zentrifugiert. Das resultierende Thrombozyten-Pallet wurde in 0,4 ml PBS 

resuspendiert. Die Anzahl gewonnener Thrombozyten wird in jeder Probe mit Hilfe 

eines Coulter-Counters (Coulter, Miami, FL) bestimmt. Dann wurde ein 

entsprechendes Volumen, welches 100 x 106 fluoreszenzmarkierter Thrombozyten 

enthält, über den Schwanzvenenkatheter injiziert. 

 

Abbildung 9: Stukturformel des Fluoreszenzmarkers Carboxyfluoreszein-Diacetatester (CDFA-SE) 
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Die physiologische Thombozytenanzahl bei Mäusen beträgt ca. 600 x 10³/µl Vollblut 

bei einem Blutvolumen von ca. 5,85 ml/100 g, somit liegt der Anteil markierter 

Thrombozyten an der Gesamtpopulation zirkulierender Thrombozyten damit bei ca. 

10% - 20% 108. Die Reinheit der Suspension und die Funktion der markierten 

Thrombozyten wurden nativ und nach Aktivierung mit Phorbol-Mystrate-Acetat 

durch eine durchflusszytometrische Untersuchung (FACsort flow cytometer, Becton 

Dickinson, Heidelberg) überprüft. Somit konnte eine Verunreinigung mit Leukozyten 

ausgeschlossen werden und die Funktionalität der markierten Thrombozyten getestet 

werden.  

 

 

3.5.1.2. Leukozytenfärbung 

 

Die Leukozyten wurden durch eine Injektion von Rhodamin 6G (Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland) direkt in vivo angefärbt. Dadurch konnten die Thrombozyten und 

Leukozyten zeitgleich während desselben Versuchs visualisiert werden. Rhodamin 6G 

ist ein lipophiler und positiv geladener Farbstoff, der sich durch diese Abhängigkeit 

zum Membranpotential an die Mitochondrienmembran anreichert 109, was bedeutet, 

dass mitochondrienlose Zellen wie z.B. Erythrozyten und Thrombozyten, nicht mit 

angefärbt werden können.  

 

 

 

Abbildung 10: Struktuformel des Fluoreszenzmarkers Rhodamin 6G 
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In unseren Versuchen wurde eine Dosis von 0,3 ml/kgKG einer 0,2 mM (0,096 

mg/ml) Rhodamin 6G Lösung intravenös appliziert 110.  Eine Hemmung der 

oxidativen Phosphorylierung kann in der für die Untersuchung gewählten Dosis 

ausgeschlossen werden 111 .  

 

 

3.5.1.3. Plasmafärbung 

 

Zur Anfärbung des Blutplasmas diente der Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran 

(Fluorescein isothiocyanate-dextran, 5 g/dl, MW 150.000, Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland), ein hochmolekularer, lang zirkulierender Fluoreszenzfarbstoff, der 

über primäre Amine den Proteinanteil des Blutes bindet und anfärbt. Es wurde 

intravenös im Bolus in einer Dosis von 15 ml/kgKG appliziert. FITC-Dextran 

emittiert ein gelblich-weißes Licht mit einer mittleren Wellenlänge von 525 nm wenn 

es mit einem Licht von  unter 500 nm Wellenlänge (Exzitationsmaximum 490 nm) 

angeregt wird. Diese Kontrastanhebung macht es möglich, dass sich die 

perfundierten Gefäße deutlich vom dunkleren Gewebe abheben und somit die 

Messung des Gefäßdurchmessers, der Blutflussgeschwindigkeit und der funktionellen 

Kapillardichte möglich war 104, 112. 

 

 

Abbildung 11: Strukturformel des Moleküls Fluorescein, die Grundlage des Farbstoffes FITC-Dextran. 
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3.6. Auswertung 

 

3.6.1. Klinische Parameter 

 

3.6.1.1. Klinische Erscheinung 

 

Zur klinischen Beurteilung der Ausprägung der Antigen-induzierten Arthritis wurden 

die Versuchstiere ab dem ersten Tag der Präimmunisierung bis zum Versuchsende 

anhand eines klinischen Scores beobachtet. Dazu wurden die Tiere hinsichtlich 

Körpergewicht, Spontanverhalten und Pflegezustand untersucht und nach folgenden 

Kriterien eingestuft:  

 

0 = normales gesundes Tier 

1 = keine Körpergewichtszunahme oder ungewöhnlihces Verhalten  

oder Vernachlässigung der Fellpflege 

2 = Körpergewichtsverlust oder auffällig gestörtes Verhalten oder  

struppiges Fell 

3 = Körpergewichtsverlust > 3 g oder somnolentes Verhalten oder  

schmutziges Fell 

 

Bei zwei aufeinander folgenden Punktwerten von 2 oder einmaligem Punktwert von 3 

wurden die Tiere aus dem Versuch genommen. 

 

 

3.6.1.2. Kniegelenksdurchmesser 

 

Der Kniegelenksdurchmesser wurde zu den Zeiten der Präimmunisierung (d-21 und 

d-14), am Tag der Arthritisinduktion (d 0) und an jedem er folgenden Therapie-Tage 

bis zur Intravitalmikroskopie gemessen.  

Dazu wurden die Tiere in eine Kurznarkose versetzt, auf den Rücken gelagert und 

anhand eines Meßschiebers (Obi Baufachmarkt, München) der sagittale 

Durchmesser in 0,1 mm Einheiten bestimmt. 
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3.6.2. Mikrozirkulatorische Parameter 

 

 

Neben dem mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) wurden folgende Parameter 

mittels Intravitalmikroskopie bei jedem Versuch anhand des Softwareprogramms 

CapImageTM bestimmt: 

 

3.6.2.1. Venolendurchmesser 

 

Der Durchmesser einer Venole in der Region of Interest (ROI) wird durch Mittelung 

einer 10-maligen Messung des Abstandes zwischen den beiden Gefäßwänden in µm 

berechnet.  

 

3.6.2.2. Erythrozytenfließgeschwindigkeit 

 

Die Messung der Erythrozytenfließgeschwindigkeit (Red Blood Cell Velocity (RBC)) 

wurde in den postkapillären Venolen unter zu Hilfenahme der Line-Shift-Diagramm-

Methode von CapImageTM berechnet und wurde in Millimeter/Sekunde (mm/s) 

angegeben. Diese Methode beruht auf einer Kombination aus automatischen und 

interaktiven Verfahren und wurde für mindestens 3 Gefäße pro Tier ermittelt.  

 

3.6.2.3. Thrombozyten-& Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 

 

Die CFDA-SE-markierten Thrombozyten und die Rhodamin 6G-markierten 

Leukozyten wurden über einen Zeitraum von 30 Sekunden an mindestens 3 

verschiedenen Gefäßen ausgezählt und je nach der Interaktion mit dem Endothel in 

die folgenden Gruppen eingeteilt: 

 

3.6.2.3.1. Rollende Zellen 

 

Als rollende Zellen bezeichnet man solche, die im Randstrom fließen und sich am 

mikrovaskulären Endothel mit deutlich geringerer Geschwindigkeit entlang bewegen 
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als der zentrale oder der gefäßwandnahe Blutstrom. Außerdem zeigen rollende Zellen 

kurze Kontakte mit dem Endothel. Sie werden angegeben als eine Fraktion von allen 

Zellen, die ein definiertes Gefäßsegment passieren: 

 

"Fraktion rollender Zellen" = 
                       

                                               
 

 

 

3.6.2.3.2. Adhärente Zellen 

 

Adhärente Zellen sind solche, die während der gesamten Beobachtungszeit von 30 

Sekunden an gleicher Stelle am Gefäßendothel haften geblieben sind und sich nicht 

gelöst haben. Sie werden als Zellen pro mm² Endotheloberfläche (Zellen/mm²) 

angegeben und anhand des Gefäßdurchmessers und der Länge des untersuchten 

Gefäßabschnitts mit folgender Formel berechnet: 

 

"Adhärente Zellen" = 
        

         
 

wobei:  aZ = Anzahl adhärenter Zellen (Thrombozyten, bzw. Leukozyten)  

während der Beobachtungszeit (30s) 

 D = Gefäßdurchmesser [µm] 

 L = Länge des untersuchten Gefäßabschnitts = 200 µm 

π = Kreiskonstante 

 

3.6.2.4. Funktionelle Kapillardichte 

 

Die Funktionelle Kapillardichte (Functional Capillary Density (FCD)) ist ein Maß für 

die nutritive Perfusion des Gewebes 113. Sie ist definiert als Länge der mit 

Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsfeld und wird in 

Zentimetern pro Quadratzentimeter (cm/cm²) angegeben. Nach Markierung wurden 

die Werte mithilfe von CapImageTM ermittelt, von denen ebenfalls Mittelwerte aus 

mindestens 3 Beobachtungsfeldern errechnet wurden. 
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3.6.3. Histologische Auswertung 

 

Am Ende der Versuche wurden den Versuchstieren die Kniegelenke entnommen, um 

das Ausmaß der Antigen-induzierten Arthritis histologisch beurteilen zu können. 

Dazu wurden die in toto resezierten Kniegelenke für 24-48 Stunden in 4%igem 

Paraformaldehyd fixiert, anschließend für 72 Stunden entkalkt (EDTA-4Na und 20% 

Citronensäure) und in Paraffin eingebettet. Für die Hämatoxylin und Eosin (HE) 

Färbung wurden diese Präparate dann in 3 µm dünne Präparate geschnitten.  

Die histologische Auswertung erfolgte über den von Brackertz et al. etablierten 

histologischen Score, nachdem die Präparate semiquantitativ ausgewertet wurden 101: 

 

0 = normales Kniegelenk 

1 = normales Synovium mit vereinzelten mononukleären Zellen 

2 = zwei oder mehr synoviale Zellschichten und perivaskuläre  

Infiltrate von Leukozyten 

3 = Hyperplasie des Synoviums und dichte Infiltration 

4 = Synovitis, Pannusbildung und Knorpel- bzw. Knochenerosion 

 

Es wurde von allen Tieren ein HE-gefärbter histologischer Schnitt blind ausgewertet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Material und Methoden 

35 

 

 

3.6.4. Statistische Auswertung 

 

In dieser Arbeit werden die quantitativen Werte als Mittelwer (MW) mit 

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Mittelwerte ergeben sich aus 

den Mittelwerten der einzelnen Versuchstiere pro Versuchsgruppe (n = 7). Für die 

Auswertung wurde nur der Mittelwert aus sämtlichen Venolen bzw. 

mikrozirkulatorischen Parametern pro Versuchstier verwendet.  

Die Statistik wurde unter zu Hilfenahme von Sigma StatTM (Jandel Scientific, V5.1, 

USA), einer Statistiksoftware, durchgeführt. Der Vergleich mehrerer unabhängiger 

Versuchsgruppen miteinander erfolgte mit dem Kruskal-Wallis One Way ANOVA 

Rangsummentest. Bei Vorliegen einer Signifikanz (p < 0,05), wurde als post hoc Test 

für den paarweisen Vergleich die Student-Newman-Keuls-Methode verwendet. Bei 

der Analyse repetitiver Messungen in mehreren Gruppen erfolgte ein Two Way 

ANOVA Test für verbundene Stichproben. 

Für die histologischen Untersuchungen wurde aufgrund einer rein deskriptiven 

Einteilung von einer statistischen Auswertung abgesehen. Die Ergebnisse wurden als 

Median angegeben und qualitativ beurteilt. 
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4. Ergebnisse 

 

 

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der einzelnen Versuchsgruppen 

beschrieben und miteinander verglichen.  

 

 

4.1. Klinische Parameter 

 

4.1.1. Klinische Erscheinung 

 

Die erfolgreiche Arthritisinduktion wurde an Hand des Spontanverhaltens und des 

Kniegelenksdurchmessers beobachtet. Bei allen Tieren konnten keine Defizite 

hinsichtlich der Pflege, der Erscheinung und im Verhalten im Verlauf der 

Arthritisinduktion festgestellt werden.  

 

 

   

Gruppen Verhalten Erscheinung Gewicht  Schwellung 

 

Kontrolle Vehicle 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

Kontrolle Statin 0 0 0 0 

AiA Vehicle 0 0 0 7 

AiA Statin 0 0 0 7* 

 

Tabelle 3: Klinischer Score: 0 = normales gesundes Tier im Sinne unserer Studie; 1 = keine Körpergewichtszunahme 

oder ungewöhnliches Verhalten oder Vernachlässigung der Fellpflege; 2 = Körpergewichtsverlust oder auffällig 

gestörtes Verhalten oder struppiges Fell; 3 = Körpergewichtsverlust >3g oder somnolentes Verhalten oder 

schmutziges Fell, * signifikant rückläufige Schwellung im Verlauf des Versuches. 
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4.1.2. Körpergewicht 

 

Bezüglich des Gewichts nahmen die Tiere initial während der 

Präimmunisierungsphase zu und zeigten anschließend eine Gewichtsverteilung, die 

nicht signifikant anstieg oder abnahm.  Dabei lag das Gewicht bei der Mehrheit der 

Tiere zwischen 18g und 21g (Abb. 12). 

 

 

 

Abbildung 12: Körpergewicht: Verlauf des Körpergewichtes in den einzelnen Gruppen von Tag -21 bis zum Tag der 

IVM Aufnahmen. Die Daten sind angegeben als Mittelwert ± SEM. Es waren keine Signifikanzen ermittelbar. 
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4.1.3. Kniegelenksdurchmesser 

 

Am Tag nach der Arthritisinduktion (Tag 1) durch intraartikuläre Injektion von 

steriler Kochsalzlösung bzw. mBSA zeigten alle Kontroll- wie auch AiA-Tiere eine 

Zunahme des Kniegelenksdurchmessers von durchschnittlich 3,5 mm auf 3,9 mm. 

Bei den Kontrollgruppen, denen sterile Kochsalzlösung in äquivalenter Dosis zum 

mBSA injiziert wurden, war die Schwellung ab dem 2. Tag wieder rückläufig und 

zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Bei den 

arthritischen Tieren hielt die Schwellung an (Abb. 13).  

 

 

 

Abbildung 13: Kniegelenksdurchmesser: Veränderungen im Verlauf von Beginn der Arthritisinduktion bis zum Tag 

der IVM. Mittelwert ±SEM. (*)= p<0,05 bei AiA Statin vs. Kontrollgruppen; (**)= p<0,05 bei AiA Vehicle vs. 

Kontrollgruppen und AiA Statin vs. Kontrollgruppen; (#)= p<0,05 bei AiA Vehicle vs. AiA Statin. 
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Im weiteren Verlauf blieb der Kniegelenksdurchmesser bei der mit Vehicle 

therapierten arthritischen Gruppe auf dem gleichen Niveau, wohingegen er bei der 

mit Simvastatin behandelten arthritischen Gruppe wieder sinkt und ab dem 9. Tag 

signifikant niedriger als bei der arthritischen Vehicle Gruppe verläuft (Tag 9: Statin 

3,8±0,1 mm vs. Vehicle 4,1±0,1 mm, p=0,01; Tag 10: Statin 3,8±0,1 mm vs. Vehicle 

4,1±0,1 mm, p=0,005; Tag 11: 3,7±0,1 mm vs. 4,1±0,1 mm, p=0,002; Tag 12: 3,7±0,1 

mm vs. 4,1±0,1 mm, p=0,003; Tag 13: 3,7±0,1 mm vs. 4,1±0,1 mm, p=0,001; Tag 14: 

3,7±0,1 mm vs. 4,1±0,1 mm, p= 0,005; Repeated Measures Two Way ANOVA Test). 

 

 

4.2. Intraoperative Parameter 

 

Die Kreislaufsituation der Versuchstiere wurde anhand von intraoperativ gemessenen 

Parametern kontrolliert und zeigte sich während der Aufnahmen stabil, sodass man 

davon ausgehen konnte, dass die chirurgische Präparation die Tiere nicht negativ 

beeinflusst hat. Dazu wurden der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) und die 

Herzfrequenz (HF) überwacht, wobei die Herzfrequenz nur qualitativ beobachtet 

wurde, um gegebenenfalls die Narkose zu vertiefen.  

Der mittlere arterielle Blutdruck bei den Kontrolltieren lag bei der Vehicle Gruppe bei 

80±5 mmHg und bei der Statin Gruppe etwas niedriger mit 79±6 mmHg. Bei den 

arthritischen Tieren lagen die Werte bei den mit Vehicle therapierten Tieren mit 

82±5 mmHg etwas höher als bei den mit Statin therapierten Tieren mit 79±4 mmHg. 

Insgesamt konnte aber kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen 

Gruppen beobachtet werden.  

 

 

4.3. Mikrohämodynamische Parameter 

 

Der Durchmesser der postkapillären Venolen zeigte bei der Vehicle Kontrollgruppe 

mit 11,3±0,039 µm keinen signifikanten Unterschied zu den beiden Arthritis 

Gruppen (Vehicle: 12,04±0,60 µm, Statin: 11,86±0,71 µm). Der Gefäßdurchmesser 

bei der Statin Kontrollgruppe war hingegen mit 9,6±0,33 µm leicht erniedrigt. 
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Kleinere Gefäße wurden nicht mit in die Wertung eingenommen, da ab einer Größe 

von <7-8 µm keine exakte Auswertung der IVM Aufnahmen mehr durchzuführen ist.  

Im Rahmen der Erythrozytenfließgeschwindigkeit in den postkapillären Venolen 

zeigten sich gewisse, jedoch nicht signifikante Schwankungen. Die Kontrolltiere 

präsentierten Werte von 0,24±0,02 mm/s bei den mit Vehicle therapierten und 

0,29±0,03 mm/s bei den mit Statin therapierten Tieren. Bei den arthritischen 

Gruppen zeigten die mit Vehicle therapierten Tiere Werte von 0,18±0,02 mm/s und 

die mit Statin therapierten Werte von 0,29±0,09 mm/s. 

 

 

Gruppe Gefäßdurchmesser RBC velocity FCD 

Kontrolle Vehicle 11,3±0,39 µm 0,24±0,02 mm/s 313,8±16,35 cm/cm² 

Kontrolle Statin 9,6±0,33 µm 0,29±0,03 mm/s 298,47±10,90 cm/cm² 

AiA Vehicle 12,04±0,60 µm 0,18±0,02 mm/s 446,20±20,85 cm/cm² 

AiA Statin 11,86±0,71 µm 0,29±0,09 mm/s 335±15,58 cm/cm² 

 

Tabelle 4: Mikrohämodynamische Parameter bei der Intravitalmikroskopie.  

 

 

Die Messung der funktionellen Kapillardichte zeigte folgende Ergebnisse (Abb. 14-

17): Es gab keinen Unterschied zwischen den beiden Kontrollgruppen (Vehicle 

313,8±16,4 cm/cm², Statin 298,3±9,6 cm/cm²).  Jedoch war ein signifikanter Anstieg 

beim Vergleich der AiA Vehicle Gruppe (446,2±20,9 cm/cm²) zu den beiden 

Kontrollgruppen (Vehicle: p<0,001; Statin: p=0,001) zu beobachten. Die mit Statin 

therapierte arthritische Gruppe (338±15,6  cm/cm²) zeigte ebenfalls eine signifikante 

Reduktion der FCD im Vergleich zur AiA Vehicle Gruppe (p<0,001).  
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Abbildung 14: Funktionelle Gefäßdichte der verschiedenen Versuchsgruppen. (*) = Signifikanter Unterschied von 

AiA Vehicle im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen und zur AiA Statin Gruppe (p<0,001) 
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Abbildung 15: Kapillardichte eines nicht-arthritischen Kontrolltieres  

 

 

 

Abbildung 16: Kapillardichte eines arthritischen Versuchstieres 

50 µm 

50 µm 
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Abbildung 17: Kapillardichte eines Statin-behandelten AiA-Tieres 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

50 µm 
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4.4. Mikrozirkulatorische Parameter 

 

 

4.4.1. Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion 

 

Beide arthritischen Gruppen zeigten in der Intravitalmikroskopie eine signifikant 

erhöhte Interaktion der markierten Thrombozyten mit dem Gefäßendothel (Abb. 19 

und 20) im Vergleich zu den nicht-arthritischen Tieren (Abb. 18). 

 

 

 

Abbildung 18: IVM Aufnahmen der CFDA-gefärbten Thrombozyten in vivo eines nicht-arthritischen Kontrolltieres. 

 

 

 

50 µm 



4. Ergebnisse 

46 

 

 
 

Abbildung 19: IVM Aufnahmen der CFDA-gefärbten Thrombozyten in vivo eines arthritischen Kontrolltieres.  

 

 

 

Abbildung 20: IVM Aufnahmen der CFDA-gefärbten Thrombozyten in vivo eines mit Statin behandelten AiA-Tieres. 

 

 

50 µm 

50 µm 
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Die Fraktion rollender Thrombozyten der mit Vehicle behandelten AiA-Gruppe 

(0,045±0,0045) und die der mit Statin behandelten arthritischen Tiere 

(0,027±0,007) zeigte einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu den beiden nicht-

arthritischen Kontrollgruppen (Kontrolle Vehicle: 0,0091±0,0024; Kontrolle Statin: 

0,005±0,0013; p<0,05).  

Sowohl bei den beiden Kontrollgruppen als auch bei den beiden AiA-Gruppen konnte 

jeweils eine Senkung bei den mit Statin therapierten Tieren im Vergleich zu den mit 

Vehicle therapierten Tieren beobachtet werden, welche jedoch nicht signifikant war 

(Abb. 21). 

 

 

 

Abbildung 21: Fraktion rollender Thrombozyten bei n=7 MW±SEM. (*)= p<0,05 bei AiA vs. Kontrolle.  
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Bei den adhärenten Thrombozyten (Abb. 22) gab es ebenfalls einen signifikanten 

Anstieg der Werte von der mit Vehicle therapierten arthritischen Gruppe (502±102,1 

Zellen/mm-²) im Vergleich zu den beiden nicht-arthritischen Gruppen (Kontrolle 

Vehicle: 181±75,3 Zellen/mm-²; Kontrolle Statin: 105±34,6 Zellen/mm-²; p<0,05). 

Die AiA Statin Gruppe befand sich mit 170±71,6 Zellen/mm-² auf dem gleichen 

Niveau wie die beiden Kontrollgruppen und zeigte daher eine signifikante Reduktion 

im Vergleich mit der oben genannten AiA Vehicle Gruppe (p<0,05). 

 

 

Abbildung 22: Anzahl der adhärenten Thrombozyten/mm² Gefäßendothel mit n=7 MW±SEM. (*)= signifikante 

Reduktion bei den Kontrollgruppen und AiA Statin-Tieren im Vergleich zu AiA Vehicle (P<0,05). 
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4.4.2. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 

 

Analog den Ergebnissen der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion verhielt es sich 

auch bei den Untersuchungen mit Rhodamin 6G markierten Leukozyten (Abb. 23-25) 

mit einer Senkung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei den mit Simvastatin 

behandelten Gruppen  im Vergleich zu Nicht-Statin-Gruppen (Abb. 26, 27). 

 

 

 

Abbildung 23: IVM Aufnahmen der mit Rhodamin 6G markierten Leukozyten in vivo eines nicht-arthritischen 

Kontrolltieres. 

50 µm 
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Abbildung 24: IVM Aufnahmen der mit Rhodamin 6G markierten Leukozyten in vivo eines arthritischen 

Kontrolltieres. 

 

Abbildung 25: IVM Aufnahmen der mit Rhodamin 6G markierten Leukozyten in vivo eines mit Statin-behandelten 

AiA-Tieres.  

 

 

 

50 µm 

50 µm 
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Bei der Beobachtung der Fraktion rollender Leukozyten (Abb. 26) zeigte sich im 

Gegensatz zu der Fraktion rollender Thrombozyten eine statistisch signifikante 

Senkung in der arthritischen Gruppe, die mit Statin behandelt wurde (0,025±0,006) 

im Vergleich zu der, die mit Vehicle therapiert wurde (0,095±0,021; p<0,05). Die 

beiden Kontrollgruppen zeigten untereinander keine Signifikanz (Kontrolle Vehicle: 

0,028±0,0065; Kontrolle Statin: 0,016±0,004), jedoch war wie oben ein signifikanter 

Unterschied im Vergleich zur AiA Vehicle Gruppe zu ermitteln (p<0,05).  

 

 

Abbildung 26: Fraktion rollender Leukozyten mit n=7 MW±SEM. (*)= P<0,05 bei AiA Vehicle im Vergleich zu 

beiden Kontrollgruppen und AiA Statin.  

 

 

 

 

Bei den adhärenten Leukozyten (Abb. 27) erhielten wir äquivalente Ergebnisse: Man 

konnte eine signifikante Reduktion der Leukozyten pro mm² Gefäßendothel bei den 

AiA-Statin Tieren (443±97,8 Zellen/mm-²) im Vergleich zu den AiA-Vehicle Tieren 

(1225±139,5 Zellen/mm-²) beobachten (p<0,001). Die Werte der mit Statin 
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behandelten AiA-Gruppe lagen wieder auf dem gleichen Niveau mit den zwei 

Kontrollgruppen (Kontrolle Vehicle: 589±99,8 Zellen/mm-²; Kontrolle Statin: 

400±112,3 Zellen/mm-²), welche ebenfalls einen signifikanten Unterschied zur AiA-

Vehicle Gruppe zeigten (p<0,001).   

 

 

Abbildung 27: Anzahl adhärenter Leukozyten/mm² mit n=7 MW±SEM. (*)= p<0,001 bei AiA Vehicle im Vergleich zu 

den beiden Kontrollgruppen und AiA Statin. 
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4.5. Histologie 

 

Bei dieser Studie wurden bei allen Versuchstieren zur Überprüfung der erfolgreichen 

Arthritisinduktion histologische Untersuchungen durchgeführt und nach dem Score 

von Brackertz et al. ausgewertet. Dabei zeigten alle arthritischen Tiere entzündliche 

Veränderungen im Sinne einer Arthritis. Die Kontrollgruppen wiesen normale 

Histologien auf. Die Aussagekraft der Histologie ist rein qualitativ zu werten. 

 

          Histologischer Score 

Gruppen 0 1 2 3 4 

Kontrolle Vehicle 7 0 0 0 0 

Kontrolle Statin 7 0 0 0 0 

AiA Vehicle 0 0 0 4 3 

AiA Statin 0 1 1 4 1 

 

Tabelle 5: Histologische Auswertung der einzelnen Versuchsgruppen nach dem histologischen Score nach Brackertz 

et al. 101 (0 = Normales Kniegelenk; 1 = Normales Synovium mit vereinzelten mononukleären Zellen; 2 = Zwei oder 

mehr synoviale Zellschichten und perivaskuläre Infiltrate von Leukozyten; 3 = Hyperplasie des Synoviums und dichte 

Infiltration mit Leukozyten; 4 = Synovitis, Pannusbildung, Knorpel-/ subchondrale Knochenerosionen) 

 

Abbildung 28 und Abbildung 29 zeigen jeweils exemplarisch einen histologischen 

Schnitt mit HE-Färbung durch das linke Kniegelenk eines Tieres aus jeder 

Versuchsgruppe. Dabei ist  

1 = Meniskus,  

2 = Gelenkspalt,  

3 = Knorpel (a: gesund, b: arthritisch) und    

4 = Synovialzellschicht (a: gesund, b: arthritisch).  

 

Man kann die Abnahme der Knorpeldicke bei den arthritischen Tieren (Abb. 29: 3b) 

im Vergleich zu den gesunden (Abb. 28: 3a) und kleine superfizielle Erosionen 

deutlich erkennen. Auch das Synovium zeigt arthritische Veränderungen: Die 

Zellschicht ist hyperplastisch und mit zahlreichen Entzündungszellen infiltriert (Abb. 

29: 4b).  
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Abbildung 28: Histologische Schnitte von nichtarthrititischen Kniegelenken.  
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Abbildung 29: Histologische Schnitte von arthritischen Kniegelenken 
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5. Diskussion 

 

5.1. Diskussion der Methoden 

 
 
 

5.1.1. Die Antigen-induzierte Arthritis der Maus 

 

Es gibt momentan kein Tiermodell, welches die RA vollständig imitieren kann. 

Jedoch wurden mehrere Modelle entwickelt, die der RA in vielen wichtigen 

pathophysiologischen Aspekten ähneln 114.  

Das erste Modell war die Adjuvans-Arthritis (AA) der Ratte, eine zufällige 

Entdeckung von Carl Pearson 1956 115. Dabei wird die Arthritis durch Immunisierung 

mit in Öl emulsifierten hitze-getöteten Mycobacterium tuberculosis (complete 

Freund's adjuvant) bei genetisch empfänglichen Ratten induziert. Die entzündliche 

Reaktion auf die M. tuberculosis-Antigene verläuft hier T-Zell-abhängig 116, 117. Die AA 

entwickelt sich nach innerhalb von 11-20 Tagen und zeigt histologisch eine typische 

Pannus-Formation mit polymorphonukleären und mononukleären Infiltraten, später 

kommt es zu Knorpel- und subchondralen Knochenerosionen. Ausschlaggebend 

scheint dabei eine Kreuzantigenität zwischen Mykobakterium-Antigenen und 

Knorpel-Proteoglykan-Antigenen durch strukturelle Mimikry zu sein 118. Dies wurde 

anhand der Isolierung aus Lymphknoten und Klonierung von stark arthritogenen 

Mykobakterium-spezifischen T-Zellen (A2 Stamm/line) aus AA-positiven Ratten 

nachgewiesen, welche die Arthritis bei Applikation auf gesunde Ratten transferieren 

können 117. 

Ein weiteres etabliertes Modell ist die Streptokokken-Zellwand-Arthritis (SCW), 

erstmalig berichtet 1977 von Cromartie et al. 119. Die peritoneale Injektion einer 

wässrigen Lösung mit Zellwandfragmenten von Gruppe A Streptokokken führt bei 

bestimmten Rattenstämmen dabei zu einem biphasigem Verlauf: innerhalb von 24h 

kommt es zu einer akuten distalen Komplement-aktivierten und T-Zell-

unabhängigen Gelenksentzündung durch Ablagerung dieser Peptidoglykan 

Fragmente im Synovium, welche nach etwa 3 bis 5 Tagen wieder fast vollständig 

abklingt. Nach 2-3 Wochen entwickelt sich eine chronische-erosive, diesmal T-Zell-

abhängige Polyarthritis mit Pannusformation, Knorpel- und Knochenerosionen. Am 
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Modell der Maus konnte im Gegensatz dazu nur die akute Gelenksentzündung mit 

Erythemen und starker Schwellung induziert werden. Diese Reaktion ließ sich jedoch 

später auch mit Zellwandfragmenten anderer Bakterien reproduzieren, wobei die 

Peptidoglykan-Einheit dafür essentiell erscheint 120.   

Die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) wurde 1977 von Trentham et al. an Ratten 

entdeckt 121, welche später auch an Mäusen etabliert wurde. Dieses Modell beruht auf 

die Autoimmunität gegen natives Kollagen Typ II (CII), welches hauptsächlich in 

hyalinem Knorpel vorhanden ist. Ratten, die mit CII in incomplete Freund's adjuvant 

immunisiert wurden, entwickelten daraufhin Antikörper und eine Typ IV (Spättyp) 

Hypersensitivität gegenüber diesem Autoantigen 122. Der fulminante Ausbruch der 

CIA tritt zwischen dem 10. und 16. Tag nach Immunisierung hauptsächlich ebenfalls 

bei den distalen Gliedmaßen mit Schwellung, Weichteilödem, Pannusbildung und 

anschließend Knorpel- und Knochenerosionen ein. Die CIA ist T-Zell-abhängig 114 

und scheint auf eine bestimmte MHC-Prädisposition angewiesen zu sein, da nur 

Mäuse mit dem H2q Haplotyp empfänglich für eine Arthritis durch CII-

Immunisierung sind 123. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die 

Pathomechanismen der CIA und AA sich komplementieren und dadurch eine 

besonders schwere Arthritis hervorrufen können 124.  

Als weitere bekannte Tiermodelle wären noch die Kollagen-Antikörper-induzierte 

Arthritis (CAIA) und das transgene humane-TNF-α Mäusemodell zu nennen. Die 

CAIA ist eine schwere und akut verlaufende Variante der Kollagen-induzierten 

Arthritis und basiert auf der Übertragung von CII-spezifischen monoklonalen 

Antikörpern auf gesunde Mäuse. Auch hier kommt es im Verlauf zu systemischen 

Veränderungen vor allem bei den distalen Gelenkregionen. Das genetische Modell 

beruht auf der Entwicklung einer chronischen Polyarthritis bei transgenen Mäusen, 

die 3'-modifizierte humane TNF (hTNF) Transgene exprimieren, welche durch anti-

hTNF-α-Antikörper unterdrückt werden kann 125. Dieses Modell hat wesentlich zum 

Verständnis der pathogenetischen Rolle von TNF-α im Rahmen der RA beigetragen 

13. 

 

In dieser Studie wurde das Modell der Antigen-induzierten Arthritis (AiA) genutzt, 

einem etablierten Tiermodell zur Untersuchung pathophysiologischer Prozesse in der 

humanen Rheumatoiden Arthritis. Dumonde und Glynn entwickelten 1962 erstmalig 

dieses auf methyliertes bovines Serumalbumin (mBSA) basierende Modell am 
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Kaninchen 126, welches anschließend von Brackertz et al. an der Maus etabliert und 

dort auf die arthritischen Veränderungen untersucht wurde 99-101, 127. Die AiA ist eine 

chronische, antigen-spezifische und T-Zell-abhängige Synovitis und ihre Histologie 

ist der der humanen RA mit einem Gelenkinfiltrat aus Lymphozyten (hauptsächlich 

CD4+), B-Lymphozyten, Mastzellen und Makrophagen sehr ähnlich. Sie ist im 

Gegensatz zu den oben genannten Modellen bei den meisten Wildstämmen 

induzierbar und führt stabil zu einem lokalisierten Befall des Kniegelenks. Dies war 

für unseren Versuchsaufbau besonders wesentlich, da zum Einen immer dasselbe 

Gelenk untersucht werden sollte, und zum Anderen das Kniegelenk, im Gegensatz zu 

den distalen Gelenken bei den anderen Modellen, mit der IVM leicht zugänglich ist.  

Da systemische Symptome selten sind, der Kniegelenksdurchmesser einfach zu 

beurteilen ist und die histologische Untersuchung eine hohe Selektivität und 

Sensitivität besitzt, ist dieses Modell einfach zu überwachen und wurde daher schon 

früher in unserer Arbeitsgruppe zur Untersuchung der Leukozyten- und 

Thrombozyten-Endothelzellinteraktion eingesetzt und etabliert 104.  

 

 

5.1.2. Die Intravitalmikroskopie 

 

Anders als histologische Verfahren bietet die IVM die Möglichkeit der direkten in 

vivo Analyse mikrozirkulatorisacher Parameter und wurde am Walter-Brendel-

Zentrum für experimentelle Forschung essentiell mitentwickelt. In den letzten Jahren 

konnten viele herausragende Erkenntnisse durch die IVM über die Pathogenese 

verschiedener Erkrankungen zum Beispiel am Gehirn 128, 129, an der Leber 130, 131, der 

Lunge 132, am Herzen 133, 134, an der Haut und am Muskel 135, am Darm 136 und an 

Tumoren der Rückenhautkammer 137 gewonnen werden. Die IVM ermöglicht es, 

zelluläre Pathomechanismen anhand der Fluoreszenzmikroskopie, aber auch mit 

normaler Lichtfeldmikroskopie oder Multiphotonenmikroskopie, in vivo zu 

präsentieren und zu untersuchen.  

Für unsere Untersuchungen war es von immenser Bedeutung, Leukozyten und 

Thrombozyten in vivo zeitgleich mit unterschiedlichen Filtern darstellen zu können. 

Zusätzlich war es wichtig, über eine Zeitspanne von 90-120 Minuten stabile 

Voraussetzungen bei der Präparation und den anschließenden Aufnahmen zu 

erlangen, um möglichst wenige Störfaktoren bei den Messungen zu erhalten. 
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Aufgrund der stabilen mikro- und makrohämodynamischen Parameter in unserer 

Studie können wir von konstanten Bedingungen während der Versuche ausgehen.  

Es wurden bereits mehrere Studien anhand der intravitalen 

Videofluoreszenzmikroskopie zur Untersuchung der Mikrozirkulation am Modell der 

Antigen-induzierten Arthritis der Maus unter physiologischen und 

pathophysiologischen Bedingungen durchgeführt 10, 37, 103, 104, 138-140. Daher kann man 

zusammenfassend sagen, dass die IVM eine geeignete Untersuchungsmethode für 

unsere Studie darstellt.  

 

 

 

5.1.3. Fluoreszenzmarkierung 

 

Die Fluoreszenzmarkierung wird in zahlreichen Untersuchungen verschiedener 

Gewebe und Organe eingesetzt. Es existieren mittlerweile viele Fluoreszenzmarker, 

mit denen man unterschiedliche Zellen und Stoffe in und ex vivo, teilweise zeitgleich 

mit verschiedenen Filtern, darstellen kann.  Wichtig dabei ist, dass diese Farbstoffe 

möglichst selektiv das gewünschte Zielgewebe bzw. Zellen anfärben und dass diese 

Anfärbung ein spezifisches und gut messbares Emissionsmaximum besitzt. 

Zusätzlich sollten sie bei in vivo Versuchen eine möglichst geringe Toxizität 

aufweisen. 

Für unsere Studie wurden unterschiedliche Fluoreszenzmarker mit teilweise 

unterschiedlichen Emissionsmaxima und Filtern verwendet. Bei der Messung der 

CFDA-gefärbten Thrombozyten und der mit Rhodamin 6G gefärbten Leukozyten 

konnte eine Fehlinterpretation der Zugehörigkeit durch diese Unterschiede daher 

weitestgehend ausgeschlossen werden.  

Im Gegensatz dazu wurde für CFDA und FITC-Dextran, welche beide auf dem 

Farbstoff Fluorescein basieren, jeweils der gleiche Filter verwendet. Dies hat jedoch 

nicht die Thrombozyten-Endothelzellinteraktion beeinflusst, da die FITC-Messungen 

nur zur Bestimmung der RBC und der FCD dienten und erst anschließend 

stattgefunden haben.  

Die Intravitalmikroskopie dauerte maximal 60 Minuten, wobei initial nach der 

Injektion der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe die relevanten Parameter erhoben 

wurden. Für die Versuchszeit von 60 Minuten und in den von uns benutzten 
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Dosierungen konnte in vorangegangenen Studien bereits die Phototoxizität, welche 

sich negativ auf die Ergebnisse hätte auswirken können,  ausgeschlossen werden 136, 

141. 

Auch die Stabilität der Parameter Blutdruck, Herzfrequenz und 

Erythrozytenfließgeschwindigkeit über den gesamten Zeitraum der IVM Messungen 

sprechen für die Annahme, dass die verwendeten Fluoreszenzmarker, auch im 

Vergleich zu den NaCl-Injektionen, keinen Einfluss auf die mikrozirkulatorischen 

Parameter und die Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzellinteraktion haben.  

 

 

 

5.1.4. Thrombozytenseperation 

 

Zurzeit ist noch kein Fluoreszenzfarbstoff bekannt, der die Thrombozyten in vivo 

markieren kann. Daher wurden für unsere Versuche die Thrombozyten einem 

Spendertier per kardialer Punktion entnommen, ex vivo mit dem Farbstoff CFDA 

markiert und dem Versuchstier intravenös appliziert.  

Um eine durch den Separations- und Labellingprozess ausgelöste Aktivierung, welche 

unsere Ergebnisse verfälschen könnte, auszuschließen, wurde in unserer 

Arbeitsgruppe an diesem Modell die P-Selektin Expression im Vollblut und nach 

Separation gemessen. P-Selektin dient als Marker für die α-Granula Sekretion und 

gilt als sensitiver Marker für eine Thrombozytenaktivierung 142. Es konnte kein 

signifikanter Unterschied in der Expression von P-Selektin zwischen den 

Thrombozyten im Vollblut und den separierten Thrombozyten festgestellt werden. In 

beiden Fällen konnte eine Steigerung der P-Selektin Expression nach Inkubation mit 

PMA bestimmt werden. Somit konnte eine Thrombozytenaktivierung durch den 

Separations- und Labellingprozess ausgeschlossen werden.  

Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen am Institut 

Walter-Brendel-Zentrum im Rahmen unterschiedlicher Studien 107, 143-145. 

Zusätzlich spricht die Tatsache, dass es bei den gesunden Kontrolltieren unter 

physiologischen Bedingungen nur zu einer geringen Interaktion der CFDA-

markierten Thrombozyten mit dem Endothel kommt, ebenfalls gegen eine relevante 

Aktivierung durch die ex vivo Markierung.  
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5.1.5. Die Simvastatintherapie 

 

Die Simvastatintherapie erfolgte täglich intraperitoneal über einen Zeitraum von 14 

Tagen. Dieses Therapieschema haben wir anhand der Daten aus den Studien von 

Leung et al. 80 übernommen, welche zur optimalen Dosisfindung Versuche mit 

jeweils 10, 20 und 40 mg/kgKG Simvastatin i.p. am CIA Mäusemodell durchgeführt 

haben. Erst bei einer Dosis von 40 mg/kgKG zeigte sich ein signifikanter Rückgang 

der CIA-Inzidenz und ihres Schweregrades 80.  Im Gegensatz zu den Studien von 

Palmer et al. 146 konnten wir keine erhöhte Mortalität durch die intraperitoneal 

applizierte Simvastatintherapie beobachten. Nur bei einigen Tieren ließ sich im 

Verlauf eine leichte Verdickung der Bauchwand klinisch erahnen, welche für eine 

leichte Irritation durch die Injektion sprechen könnte. Allerdings waren diese Tiere 

vom Gewicht, von ihrer Erscheinung und vom Verhalten her ansonsten unauffällig, 

was eine systemische Nebenwirkung unwahrscheinlich erscheinen lässt.  

Zur lipidsenkenden Behandlung am Menschen finden Dosierungen zwischen 5-80 

mg Anwendung. Die Dosis von 40 mg/kgKG ist viel höher als beim Menschen, ist 

aber wegen der raschen kompensativen Hochregulation (3-8fach) der hepatischen 

HMG-CoA-Reduktase durch einen multivalenten, regulatorischen Feedback-

Mechanismus bei Statintherapie an Mäusen und Ratten erforderlich 147, 148. 
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5.2. Kritische Darstellung der Ergebnisse 

 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand eines in vivo Modells gezeigt werden, dass 

die Therapie mit Simvastatin sich positiv auf die Antigen-induzierte Arthritis der 

Maus im Rahmen der Entzündungsreaktion auswirkt. Die  Ergebnisse stimmen mit 

den ex vivo Untersuchungen an der Maus von Leung et al. 80 und mit anderen 

klinischen Studien überein.  

 

Statine werden seit Jahren erfolgreich bei der primären und sekundären Prophylaxe 

bei kardiovaskulären Erkrankungen angewendet. Auch im Rahmen der Prophylaxe 

einer erhöhten Comorbidität mit kardiovaskulären Erkrankungen bei rheumatischen 

Erkrankungen finden sie mittlerweile als anerkannte Therapie Verwendung 149. Ihre 

anti-inflammatorischen Effekte konnte bisher bei Nieren- und Herztransplantationen 

und bei der Atherosklerose als entzündliche Erkrankung, auch im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel Multiple Sklerose 150-152, Systemischer 

Lupus Erythematodes 81, 153 und Rheumatoide Arthritis, gut dokumentiert werden. 

Auch eine Vielzahl experimenteller Studien konnte diesen entzündungshemmenden 

Effekt belegen.  

Die Entzündungshemmung beruht unabhängig von der Lipidsenkung auf der 

Modulation der Expression, Sekretion und Funktion von einer Reihe von 

Immunmediatoren, welche zu einer effektiven Immunsupprimierung durch 

Beeinträchtigung der Zellaktivation, Adhäsion und Zellinteraktionen führen könnte 

154. Dazu gehören unter anderem die Senkung vom CRP 82, 155, die Hemmung der INF-

γ-induzierten MHC-II-Expression 72, die Supprimierung der Maturation von 

Dendritischen Zellen, die Hemmung der Antikoagulation 91, 156, 157, sowie die der 

Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-6 und 

IL-8 und die verminderte Monozyten-Endothel-Adhäsion 158-162. Auch die 

Inhibierung von Matrix-Metalloproteinasen 97, 163 und Vasoprotektion durch erhöhte 

endotheliale NO Sekretion 87, 88 konnten bisher mehrfach beschrieben werden.  

 

Die rheumatoide Arthritis ist eine MHC-II-assoziierte, chronisch entzündliche 

Autoimmunerkrankung, bei der neben all den oben genannten 

Entzündungsmechanismen TNF-α pathogenetisch eine entscheidende und zentrale 
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Rolle spielt, da es die Expression der anderen proinflammatorischen Zytokine 

reguliert 11. Dabei kommt es zu einer Aktivierung und kontrollierten Interaktion 

zwischen den Endothelzellen, Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, wobei man von 

einer Th1-gewichteten Immunabwehr spricht (paradigm of Th1/Th2 imbalance), und 

den Thrombozyten.  Über Selektine kommt es zum sogenannten Rollen der Zellen. 

Die erhöhte Exprimierung des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 auf den Endothelzellen 

und den Leukozyten und seines leukozytären Liganden LFA-1 führt anschließend zu 

ihrer festen Bindung bzw. Adhäsion auf dem aktivierten Endothel 164. Die 

Thrombozytenaktivierung führt zu ihrer Aggregation, zur Exprimierung von weiteren 

Adhäsionsmolekülen und zur Freisetzung von P-Selektin aus ihren α-Granulae, 

welches wiederrum zur Rekrutierung von Leukozyten über den P-Selektin 

Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) 165 führt. Die Bedeutung des P-Selektins auf die 

Leukozyten- und auch auf die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen konnte 

ebenfalls schon im Rahmen unserer Arbeitsgruppe anhand des AiA-Modells der 

Maus dargestellt werden 37.  

 

In unserer Studie konnten wir den positiven Effekt von Simvastatin auf die 

Entzündungsreaktion im Rahmen der Antigen-induzierten Arthritis der Maus 

bestätigen.  

Die klinischen Parameter zur Verlaufskontrolle der AiA zeigten bis auf die 

Kniegelenkszunahme bei den arthritischen Tieren keine signifikanten 

Schwankungen. Dies sowie die stabilen intraoperativen Vitalparameter sprechen für 

einen möglichst niedrigen Einfluss von Störfaktoren auf die mikrozirkulatorischen 

Messergebnisse.  

Die Kniegelenkszunahme der beiden arthritischen Gruppen bestätigte klinisch die 

erfolgreiche Arthritisinduktion. Die rückläufige Schwellung bei den mit Simvastatin 

therapierten arthritischen Tieren spricht für eine krankheitshemmende Wirkung.  

Die histologische Auswertung konnte mit einer eindeutigen Zunahme von zellulären 

Infiltraten, Verdickung sowie Hyperplasie der Synovia und Abnahme der 

Knorpeldicke mit kleinen superfiziellen Erosionen eine Entzündungsreaktion im 

Rahmen der AiA bei beiden arthritischen Gruppen belegen. Qualitativ ließ sich 

jedoch kein Unterschied zwischen ihnen erkennen.  
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Die intravitalen Parameter hingegen zeigten eindeutige Ergebnisse zugunsten der 

Statintherapie. Sowohl die signifikante Reduktion der Kapillardichte bei den mit 

Statin behandelten arthritischen Tieren, als auch die der Thrombozyten- und 

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen sprechen für einen positiven Effekt durch 

diese Therapie. Auch bei den nicht-arthritischen Gruppen konnten wir eine leichte, 

wenn auch nicht signifikante, Reduktion all dieser Parameter bei der Simvastatin-

Gruppe beobachten. Dies könnte auf einen protektiven Charakter wie auch in 

anderen Bereichen, in denen Simvastatin eingesetzt wird, hinweisen 55-59.  

Die Erhöhung der Kapillardichte im Rahmen der inflammatorischen Angiogenese bei 

der RA  ist multifaktoriell unter anderem durch Wachstumsfaktoren (v.a. VEGF und 

HIFs), proinflammatorische Zytokine (v.a. TNF-α), Chemokine, Matrix-

Komponenten, Adhäsions-Moleküle und Proteasen bedingt 166. Da die Statine wie 

oben beschrieben auf die meisten dieser Mechanismen einen anti-inflammatorischen 

Einfluss nehmen 158-163 ist es wahrscheinlich, dass der bei uns beobachtete Rückgang 

der Gefäßdichte bei den Statin-therapierten AiA-Tieren auf die Hemmung dieser 

Faktoren zurück zu führen ist 167, 168.  

Die Senkung der Fraktion rollender Thrombozyten- und Leukozyten könnte durch 

die von Eccles et al. und Oka et al. beschriebene Hemmung des thrombozytären und 

endothelialen P-Selektins erklärt werden 169, 170.  

Die Reduktion der adhärenten Zellen kann einmal durch den kausalen 

Zusammenhang zwischen Rollen und Adhärenz begründet werden, da die Inhibition 

des Rollens auch zu einer reduzierten Adhärenz führt 171, 172. Zusätzlich könnte die 

Hemmung der Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und LFA-1 bei 

Monozyten, aktivierten T-Zellen und Endothelzellen 173, 174, deren Bindung 

miteinander zur festen Adhäsion von Leukozyten mit dem Endothel führen, auch 

dazu beitragen. Weiterhin scheint die stimulierende Wirkung von Statinen auf die 

Produktion  der endothelialen 87, 88 und thrombozytären 156 NO-Synthase dabei 

ebenfalls eine Rolle zu spielen, da NO ein potenter Inhibitor der 

Thrombozytenfunktion und –Aggregation ist. Dieser antiinflammatorische Effekt  

von Stickstoffmonoxid konnte auch schon anhand früherer Studien im Rahmen 

unserer Arbeitsgruppe evaluiert werden 175.  

Ebenfalls von großer Bedeutung scheint die Hemmung von TNF-α zu sein, da es ein 

Schlüsselzytokin in der Pathogenese der RA darstellt. Neben der Regulierung 
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weiterer proinflammatorischer Zytokine kann es die Expression von 

Adhäsionsmolekülen 176 und die Neoangiogenese 166 stimulieren.  

Ein weiterer möglicher Faktor wäre die Reduzierung der endothelialen CD40-

Expression. Die Hemmung des CD40 führt zu einer verminderten CD40-Ligand-

induzierten proinflammatorischen Immunantwort 177, 178. Auch die von Pignatelli et 

al. und Turk et al. beschriebene Hemmung der Expression des CD40-Liganden auf 

den Thrombozyten und T-Zellen könnte hierbei eine Rolle spielen 179, 180, wobei die 

angefärbten und somit ausgewerteten Thrombozyten in unserem Modell aus 

unbehandelten Spendertieren kamen.  

 

Die Erythrozytenfließgeschwindigkeit in den postkapillären Venolen zeigte bei allen 4 

Gruppen zwar keinen signifikanten Unterschied, jedoch konnten wir beobachten, 

dass sie bei der arthritischen Kontrollgruppe niedriger war als bei den nicht-

arthritischen. Ähnliche Ergebnisse erhielten wir auch in vorangegangenen Studien 10, 

175, und wir konnten beobachten, dass es eine gewisse Korrelation zwischen der 

Erythrozytenfließgeschwindigkeit und der Gefäßdichte gab: Der Anstieg der 

Gefäßdichte bei den arthritischen Tieren ging meist mit einer Senkung der 

Fließgeschwindigkeit einher. Dies könnte man damit begründen, dass die 

inflammatorische Interaktion zwischen den Leukozyten, Thrombozyten und 

Endothelzellen zu einer erhöhten zellulären Plasmakonzentration führt und der Fluss 

in den arthritischen Gefäßen dadurch verlangsamt ist. Analog dazu liegt der 

Rückschluss nahe, den schnelleren Fluss bei der AiA-Statin-Gruppe im Vergleich zur 

arthritischen Kontrollgruppe durch die entzündungshemmende Wirkung der Statine 

zu begründen.  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die meisten pleiotropen Effekte der Statine 

auf die Entzündungsmechanismen im Rahmen der RA applizierbar sind. Unsere in 

vivo Studie konnte diese Hypothese durch die positive Auswirkung sowohl auf den 

Kniegelenksdurchmesser als klinischer Verlaufsparameter, als auch auf die 

Gefäßdichte und die Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 

zusätzlich bestätigen.  Dies konnten wir vor allem im Vergleich beider arthritischen 

Gruppen zeigen, zusätzlich auch im reduzierten Ausmaß bei den nicht-arthritischen 

Kontrollgruppen. Zusammen mit den Ergebnissen anderer experimenteller 80 und 

klinischer 81-86 Studien zugunsten einer supplementären Statintherapie unterstützen 
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unsere Resultate die Empfehlung zur Anwendung von Statinen bei der Rheumatoiden 

Arthritis.  
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6. Zusammenfassung 

 

 

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine progrediente chronisch-entzündliche 

systemische Autoimmunerkrankung, welche im Endstadium zu erheblichen 

Bewegungseinschränkungen der Patienten und zu einer erhöhten Morbidität und 

Mortalität durch kardiovaskuläre Erkrankungen führen kann. Die Ätiologie ist bis 

heute noch nicht vollständig geklärt, man geht jedoch von einer multifaktoriellen 

Genese aus. In 70-80% der Fälle besteht eine genetische Assoziation mit bestimmten 

Humanen Leukozytenantigenen der Klasse II. Dabei führt die synoviale Entzündung 

mehrerer Gelenke zu einer schmerzhaften Zerstörung von Knorpel und Knochen mit 

konsekutiver Deformierung, was nicht selten zu einer Arthrodese oder einem 

künstlichen Gelenkersatz führen kann.  

Bisher besteht die Therapie aus einem Stufenplan mit Krankengymnastik, 

physikalischen, medikamentösen und zuletzt operativen Maßnahmen. Die 

medikamentöse Therapie besteht einerseits aus der symptomatischen Behandlung 

mit Glukokortikoiden und NSAR, andererseits aus den krankheitsmodifizierenden 

Basistherapeutika, den sogenannten DMARDs.  

Statine werden seit Jahren erfolgreich bei der primären und sekundären Prophylaxe 

von kardiovaskulären Erkrankungen und bei Hypercholesterinämie eingesetzt. Die 

Relevanz ihrer pleiotropen Effekte im Rahmen der Antiinflammation, auch im 

Rahmen von Autoimmunerkrankungen wie die RA, gewinnt heute immer mehr an 

Gewicht.  

In unserer in vivo Studie konnten wir erstmals anhand intravitaler 

Fluoreszenzmikroskopie einen positiven Effekt auf die Inflammation bei der Antigen-

induzierten Arthritis der Maus in vivo zugunsten der Statintherapie belegen. Dazu 

wurden weibliche C57/Bl6 Mäuse nach Arthritisinduktion im linken Knie 14 Tage 

lang intraperitoneal mit Simvastatin therapiert. Im Intravitalmikroskop wurde 

anschließend anhand Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten, Leukozyten und 

Plasma die Anzahl rollender und adhärenter Thombozyten und Leukozyten, die 

funktionelle Kapillardichte und die Erythrozytenfließgeschwindigkeit in vivo im 

betroffenen Kniegelenk gemessen. Der Kniegelenksdurchmesser und die 

histologische Auswertung wurden zur Quantifizierung hinzugezogen. 
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Die Therapie mit Simvastatin zeigte bei den arthritischen Tieren einen signifikanten 

Rückgang der Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen und der 

Gefäßdichte als Entzündungsparameter im Vergleich zur arthritischen 

Kontrollgruppe. Auch die rückläufige Kniegelenksschwellung unterlegt diese 

krankheitshemmende Wirkung. Im Rahmen der nicht-arthritischen Kontrollgruppen 

ließ sich ebenfalls ein leichter Rückgang der oben genannten intravitalen Parameter 

bei der mit Statin-therapierten Gruppe feststellen, welche für einen zusätzlichen 

protektiven Effekt sprechen könnte.  

Somit könnte die Statintherapie bei der Rheumatoiden Arthritis nicht nur im 

Rahmen der kardiovaskulären Prophylaxe bei erhöhter Comorbidität, sondern auch 

als entzündungshemmendes Pharmazeutikum von wichtiger therapeutischer 

Bedeutung sein. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

 
AA     Adjuvans Arthritis 

ACR     American College of Rheumatology 

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit 

CFA Complete Freund´s Adjuvant  

CFDA Carboxyfluoreszein-Diacetatester 

CIA Collagen-induced arthritis 

CAIA Collagen-antibody-induced arthritis 

COX Cyclooxygenase 

CRP C-reaktives Protein 

d Tag 

DAS disease activity score 

D-PBS dulbecco phosphate-buffered saline 

DMARD Disease Modifying Antirheumatic Drugs 

EDRF endothelium-derived relaxing factor 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EULAR European League against Rheumatism 

FACS Fluorescence activated cell sorting 

FCD funktionelle Kapillardichte 

FITC Fluorescein isothiocyanate–dextran 

FLS fibroblast-like synoviocytes 

g Gramm 

HE     Hämatoxylin-Eosin 

HLA     Humanes Leukozytenantigen 

IVM     Intravitalmikroskopie 

kg Kilogramm 

KG Körpergewicht 

LFA leucocyte function antigen 

MAP mittlerer arterieller Blutdruck 

mBSA methyliertes bovines Serum-Albumin 

MHC major histocompability complex 

min Minuten 

mm     Millimeter 

mmHg    Millimeter Wassersäule     
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µm     Mikrometer 

ml     Milliliter 

mM Millimolar 

NaCl 0,9% Natriumchlorid 

nm Nanometer 

NO Stickstoffmonoxid 

NOS Stickstoffmonoxidsynthase 

NSAR Nichtsteroidale Antirheumatika 

PDGF     platelet derived growth factor 

PGE Prostaglandin E 

RA     Rheumatoide Arthritis 

RBC Erythrozytenfließgeschwindigkeit 

ROI Region of Interest 

s Sekunde 

SCW Streptokokken-Zellwand-Arthritis 

SEM     Standardfehler des Mittelwertes 

™     Geschütztes Warenzeichen 

TNF     Tumor Nekrose Faktor 

VEGF     Vascular Endothel Growth Factor 

vWF von-Willebrand-Faktor 

WBZ Walter-Brendel-Zentrum 
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