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Zusammenfassung

Titel: Therapeutische Wirkungen des TNF-a-Antagonisten Etanercept und Methotrexat

auf die Antigen-induzierte Arthritis des Kiefergelenks

Autor: Smbat Rafayelyan



Abstract in Deutsch

Einleitung: Juvenile idiopathische Arthritis (JIA) des Kiefergelenks kann schwere
Wachstumsstorungen des kraniomandibuldren Systems verursachen. Die Antigen-
induzierte  Arthritis (AIA) des Kaninchen-Kiefergelenks  simuliert  den
Entzindungsprozess des Kiefergelenks bei JIA. In den beiden ersten Studien der
vorliegenden  Arbeit sollte die Wirkung des systemisch verabreichten
Tumornekrosefaktor-alpha-Antagonisten (TNF-a-Antagonist) Etanercept und von
Methotrexat (MTX) auf die AIA bei jungen Kaninchen histomorphometrisch untersucht
werden. Das Ziel der dritten Studie war es, die Volumenentwicklung des Unterkiefers
beim wachsenden Kaninchen mit bilateraler Kiefergelenkarthritis zu untersuchen.
Ferner sollte der therapeutische Effekt des TNF-a-Antagonisten Etanercept beurteilt

werden.

Material und Methode: In allen drei Studien wurden jeweils 18 Kaninchen (weibliche
New Zealand White Rabbits, 10 Wochen alt) eingesetzt. In allen Studien wurde bei 12
Kaninchen eine Sensibilisierung auf Ovalbumin (OA) und anschlielend die Induktion
einer beidseitigen  Kiefergelenkarthritis  durch intraartikulare  OA-Injektionen
durchgeflihrt. In der ersten und der dritten Studie wurden diese Injektionen bis zum

Ende des Versuchs in dreiwdchigen Abstanden wiederholt.

In der ersten und der dritten Studie erhielten 6 der 12 Kaninchen wo6chentlich eine
subkutane Injektion mit Etanercept, in der zweiten Studie eine intramuskulére Injektion
mit MTX. In allen drei Studien blieben 6 Tiere ohne Therapie. Die restlichen 6 Tiere
dienten als Kontrolle, ohne intraartikulare Injektionen oder Behandlung. In den ersten
beiden Studien wurden nach Euthanasie im Alter von 22 Wochen alle Kiefergelenke en
bloc entfernt. Es wurden sagittale Schnitte angefertigt und diese mit Hamatoxylin-Eosin
(H-E) und Safranin-O, fur die Bestimmung des Mankin-Scores, sowie mit tartrat-
resistenter saurer Phosphatase (TRAP) gefarbt. In der dritten Studie wurden von allen
Tieren beginnend mit der 10. Woche alle drei Wochen, bis zum Versuchsende im Alter
von 22 Wochen, Computertomographien (CT) des Gesichtsschadels durchgeftuhrt. Die
Entwicklung des Unterkiefers wurde nach Segmentierung auf Basis der CT-Daten

mittels Volumetrie dreidimensional untersucht.



Ergebnisse: In den Arthritis-Gruppen beider Studien zeigte sich eine chronische
Entzindung mit Degeneration des Gelenkknorpels, welche in der ersten Studie

ausgepragter, als in der zweiten Studie war.

In beiden Studien waren die Zeichen der Knorpeldegeneration in den Therapiegruppen
(Etanercept und MTX) signifikant reduziert, aber vorhanden. Im Gegensatz dazu
erschienen die Gelenke in den Kontrollgruppen unaufféallig. Die Korrelation zwischen
dem Mankin-Score und der Haufigkeit TRAP-positiver Zellen war in der ersten Studie
ausgepragter als in der zweiten Studie. Die Unterkieferentwicklung war nicht stetig, das
Wachstum nahm von der 10. bis zur 22. Woche in allen Gruppen ab. Die hochste
Wachstumsgeschwindigkeit wurde zwischen der 10. und der 13. Woche beobachtet.
Die Arthritis verursachte schwere Wachstumsstorungen, vor allem bei den
Gelenkfortsatzen. Die Etanercept-Gruppe zeigte eine bessere, jedoch nicht vollkommen

normale Unterkieferentwicklung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Schlussfolgerung:  AIA verursacht bei jungen Kaninchen schwere Schaden im
Kiefergelenk sowie Wachstumsstérungen. Eine Verbesserung des pathologischen
Bildes erscheint durch eine systemische Verabreichung von Etanercept oder MTX
erreichbar zu sein. Unter der Therapie mit Etanercept kommt es zu einer Besserung,
aber nicht zu einer vollstandigen Normalisierung des Wachstums.



Abstract in English

Background : Juvenile idiopathic arthritis (JIA) of the temporomandibular joint (TMJ) can
cause severe growth disturbances of the craniomandibular system. Antigen-induced
arthritis (AlA) of the rabbit TMJ is simulating the inflammatory process of the TMJ in JIA.
In the first two studies of the present thesis the effect of a systemic administration of the
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) antagonist etanercept and methotrexate (MTX) on
AIA in young rabbits should be investigated by means of three different histological
staining methods. The aim of the third study was to investigate the development of the
mandible in growing rabbits which were suffering from bilateral arthritis of the TMJ. In

addition, the therapeutic effect of the TNF-a antagonist etanercept should be investigated.

Material and Methods: In all three studies, 18 female New Zealand white rabbits aged
10 weeks were used. In all studies, a sensitization on ovalbumin (OA) was performed in
12 animals and followed by the induction of a bilateral arthritis of the TMJ by intra-articular
injections of OA. In the first and the third study the intra-articular injections were repeated
every three weeks with the purpose to maintain the inflammation. In the first and the third
study 6 of the 12 rabbits received weekly subcutaneous injections of etanercept, in the
second study, an intramuscular injection of MTX. In all studies the other 6 animals
remained without therapy. Another 6 animals served as controls, receiving no treatment
or intra-articular injection at all. In the first two studies after euthanasia at the age of 22
weeks, all TMJs were retrieved en bloc. Sagittal sections were cut and stained with
Hematoxylin-Eosin (H-E) and Safranin-O for the evaluation of the Mankin score, and
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP). In the third study all animals received
computed tomographies (CT) of the maxillofacial region every three weeks, beginning
from week 10 through week 22 until the end of the study. Following segmentation, the

development of the mandible was analyzed by volumetry.

Results: In the arthritis groups of both studies, a chronic inflammation with
degeneration of the articular cartilage, which was more pronounced in the first study
than in the second study, could be observed. In both studies, the signs of cartilage
degeneration were significantly reduced in both treatment groups (etanercept and MTX)
but still present. In contrast, the joints in the control groups were inconspicuous. The
correlation between the Mankin score and the number of TRAP-positive cells was more
pronounced in the first study than in the second. The mandibular development was not
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continuous but growth decreased from week 10 to week 22. In all groups the highest
rate of growth was seen between the weeks 10 and 13. Arthritis caused severe
disturbances of growth, especially in the condylar process. In the etanercept group a
better, but not a totally normal mandibular development compared to the control group

could be observed.

Conclusions : AlA causes severe damage in the TMJ of young rabbits and disturbances
of growth. An improvement seems to be achievable by a systemic administration of
etanercept or MTX. Under therapy with etanercept an improved but not completely

normal growth could be achieved.



Einleitung und Zielstellung

Entzindliche Erkrankungen des Kiefergelenks fihren bei Kindern und
Heranwachsenden haufig zu Wachstumsstérungen [1]. Besonders charakteristisch sind
diese im Zusammenhang mit der Juvenilen Idiopathischen Arthritis (JIA) [2]. Die
Pathophysiologie dieser Erkrankung ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht
vollstandig aufgeklart, insbesondere Uber die Auswirkungen medikamentdser Therapien

werden weitere Kenntnisse benétigt [3].

Das Kaninchen wurde bereits von mehreren Autoren als Tiermodell fir die
Untersuchung des Schédel- und Gesichtswachstums und fir die Anatomie und
Pathologie des Kiefergelenks eingesetzt [4]. Die Antigen Induzierte Arthritis (AlA) des
Kiefergelenks diente in diesem Tiermodell als Modell fiir die Rheumatoide Arthritis (RA)
[4]. Ein Ansatz zur Therapie entzindlicher Kiefergelenkerkrankungen besteht in der
Verabreichung antirheumatischer Medikamente, die in der Lage sein sollen, die

intraartikulare Entztindung zu kontrollieren und im Idealfall sogar zu stoppen [5].

Neben funktioneller Behandlung, die einen Bereich der Kieferorthopadie [6] darstellt, ist
die medizinische Therapie der JIA auf nicht-steroidale entzindungshemmende
Medikamente, intraartikulare Glukokortikoid-Injektionen und krankheitsmodifizierende
Antirheumatika (DMARDs) wie Methotrexat (MTX) basiert [7]. In den vergangenen
Jahren wurde die Therapie rheumatischer Erkrankungen noch durch die Einfuhrung der
.Biologica“ verbessert. Diese kdnnen spezifisch Teile der Immunantwort des Koérpers
hemmen [8]. Ein vor kurzem eingefiuihrtes Medikament aus der Gruppe der Biologica ist
der Tumornekrosefaktor-alpha-Antagonisten (TNF-a-Antagonist) Etanercept, welcher
dem natlrlichen Rezeptor fur Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) sehr &hnlich ist und
mit diesem konkurriert. Durch Bindung an das Medikament kann TNF-a nicht mehr
seine naturliche Wirkung entfalten und der TNF-a-Pfad wird gehemmt. Dieser Wirkstoff

wurde bereits erfolgreich bei der Behandlung der RA und der JIA verabreicht.

In den letzten Jahren sind verstarkt dreidimensionale bildgebende Verfahren in die
kieferorthopadische Diagnostik eingefuihrt worden und haben einen wichtigen Beitrag
zur Beurteilung der Schadel- und Gesichtsentwicklung geleistet [9]. Ein relativ neues
Verfahren zur Untersuchung der Ausdehnung eines Korpers stellt die Volumetrie dar,
bei der das Volumen eines Koérpers durch die Addition aller zu seinem Bild gehdrenden

Voxel bestimmt wird [10].



Die histomorphometrische Beurteilung der Gelenke scheint geeignet zu sein, die fur die
Krankheit charakteristischen L&sionen im Knorpel und Knochen zu bewerten. Das
Verfahren basiert auf der quantitativen Auswertung histologischer Eigenschaften.

Dadurch steigen Objektivitat, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit [11].

In den beiden ersten Studien dieser Arbeit sollte die Wirkung des systemisch
verabreichten TNF-a-Antagonist Etanercept und von MTX auf die AIA bei jungen
Kaninchen histomorphometrisch untersucht werden. Das Ziel der dritten Studie war es,
die Volumenentwicklung des Unterkiefers beim wachsenden Kaninchen mit bilateraler
Kiefergelenkarthritis zu quantifizieren. Ferner sollte der therapeutische Effekt des TNF-
a-Antagonisten Etanercept beurteilt werden.

Material und Methode

In allen drei Studien wurden jeweils 18 Kaninchen (weibliche New Zealand White
Rabbits, 10 Wochen alt) eingesetzt. Sie wurden in der tierexperimentellen Einrichtung
der Charité — Universitdtsmedizin Berlin gehalten. Alle Tiere hatten Zugang zu Futter
und Wasser ad libitum und ihr Wohlbefinden wurde insbesondere durch die tagliche
Aufzeichnung des Futter- und Wasserkonsums bei der Visite sowie durch wéchentliche
Gewichtskontrollen erfasst.

In allen Studien waren alle Tiere bereits vor ihrer Ankunft randomisiert auf drei Gruppen
zu je sechs Tieren verteilt worden. Bei den Tieren der Arthritis- und Therapie-Gruppen
wurde nach vorheriger Sensibilisierung auf Ovalbumin (OA) in Anlehnung an die
Vorgehensweise von Kapila et al. [12] eine beidseitige Kiefergelenkarthritis durch
Gelenkinjektionen mit OA erzeugt. Die Tiere in Kontroll-Gruppe dienten in allen Studien
als Kontrolle, sie erhielten weder intraartikuléare Injektionen, noch irgendwelche anderen
Behandlungen. In der ersten und der dritten Studie erhielten die Tiere in Therapie-
Gruppe wochentlich subkutane Injektionen mit Etanercept, in der zweiten Studie eine
intramuskulare Injektion mit MTX (Publikation 3, Abbildung 1).

Die Genehmigung zur Durchfuhrung dieser Studien durch die zustandige
Landesbehorde lag vor (erste und dritte Studie: LAGeSo N G 0195/09; zweite Studie:
LAGetSiNo G0049/05).



Arthritis-Induktion:  Von der zehnten bis zur dreizehnten Alterswoche wurden die Tiere
in den Arthritis- und Therapie-Gruppen systematisch mit OA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) und inkomplettem und komplettem Freund’s Adjuvans (Sigma-Aldrich, St Louis,
USA) wie bei Kapila et al. [12] beschrieben sensibilisiert. Nachdem die erfolgreiche
Sensibilisierung durch eine intradermale OA-Injektion getestet und bestatigt worden
war, erfolgte in der dreizehnten Woche in intraperitonealer Anéasthesie mit
Ketaminchlorid (25 mg/kg Korpergewicht(KG)) und Xylazin (4 mg/kg KG) die Induktion
einer Arthritis in beiden Kiefergelenken durch intraartikuléare Injektion von 0,1 ml OA-

Losung (5mg/ml).

In der ersten und der dritten Studie wurde diese MafRnahme alle drei Wochen
wiederholt und erfolgte in Anlehnung an die Vorgehensweise von Stoustrup et al. [4].
Ziel war es, die intraartikulare Entzindung wéhrend des gesamten Experiments
aufrecht zu erhalten und dem klinischen Bild der JIA, welche durch wiederholte

Perioden akuter Entziindung charakterisiert sein kann, nédher zu kommen.

Arthritis-Therapie mit Etanercept und MTX: In der ersten und der dritten Studie nach
Arthritisinduktion erhielten die Tiere in Therapie-Gruppe ab Woche 13 wéchentliche
subkutane Injektionen mit Etanercept in einer Dosierung von 0,8 mg/kg bis zum Ende
der Studie.

In der zweiten Studie wurden den Tieren in Therapie-Gruppe ab Woche 13 bis zum
Ende der Studie wochentliche intramuskulare MTX-Injektionen in einer Dosierung von
0,4 mg/kg verabreicht.

Proben fur die Histologie: Am Ende der Studie wurden alle Tiere durch eine
Uberdosierung von Narkosemitteln euthanasiert. Alle Kiefergelenke wurden en bloc
entfernt und fur 24 Stunden in 4%iger Phosphat-gepufferter Paraformaldehydlésung
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gelagert. AnschlieRend wurden sie in 15% Dikalium-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) fur 12 Wochen dekalzifiziert.

Danach wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und in
Paraffin eingebettet. Dabei erfolgte die Orientierung der Praparate so dass sie fur eine
Schnittflhrung parallel zur sagittalen Gelenkebene geeignet war. Mit einem

herkdbmmlichen Mikrotom wurden 7-pum-Schnitte angefertigt und anschlielend mit
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Hamatoxylin-Eosin (H-E) Safranin-O und tartrat-resistenter saurer Phosphatase (TRAP)
gefarbt.

Histomorphometrie: Die Schnitte mit H-E und Safranin-O gefarbten Schnitte wurden
nach dem Mankin- Bewertungssystem [13] ausgewertet, das durch Bobinac et al. [14]

modifiziert und dann in der Studie von Kleemann et al. [15] verwendet wurde.

Die Intensitdt der Safranin-O-Farbung wird in Abhéangigkeit vom Gehalt der
Glykosaminoglykane (GAG) in der extrazellularen Matrix abgeschwacht. Somit wurde
sie zur Quantifizierung des GAG-Gehalts herangezogen, durch den Knorpel- und
subchondrale Knochenveranderungen beurteilt werden kénnen [14, 15].

Die TRAP-gefarbten Praparate wurden in Anlehnung an die von Kuroda et al.
beschriebene Methode bewertet [16]. TRAP ist ein Enzym, das durch differenzierte
Osteoklasten abgesondert wird [17]. Es ist reprasentativ fir den durch
Osteoklastenvermittelten Knochenumsatz und zeichnet sich durch seine violette Farbe
und Bestandigkeit gegen eine Hemmung durch Tartrat aus [18]. Somit wurde diese

Methode verwendet, um Osteoklasten zu identifizieren.

CT-Volumetrie der Unterkiefer: Um das Wachstum der Kaninchenunterkiefer zu
analysieren, wurden unter Sedierung alle drei Wochen Uber einen Zeitraum von 5
Monaten Volumendatensatze der Unterkiefer an einem 64-Zeilen-CT (Light Cycler, GE
Medical Systems, Milwaukee, IL, USA) mit einer Schichtdicke von 0,625 mm generiert
(140 kV, 100 mA). Bei der anschliel3enden Bildauswertung wurden nach manueller und
schwellenwertbasierter Segmentation die Volumina der Unterkiefer mittels
Volumenrekonstruktionstechnik (VRT) ermittelt (Software Volume Viewer 2 AW Suite
2.0, GE Medical Systems, Milwaukee, IL, USA). Anschlieend wurden die
Kieferkopfchen vom Unterkiefer manuell separiert, und ihre Volumina seitengetrennt
mittels VRT bestimmit.

Ergebnisse

In der ersten und der zweiten Studie waren fast alle Gelenke in der Kontroll-Gruppe

unauffallig. Nur in wenigen Gelenken wurde Oberflachenunebenheit mit einem leichten
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Ruckgang der Safranin-O-Farbung des Gelenkknorpels gefunden. In keinem Gelenk
der Kontrollgruppe war eine vollstandige Desorganisation der Struktur des Kondylus

nachweisbar. Es waren nur sporadische Anzeichen fur Pathologie erkennbar.

Alle Tiere der Arthritis-Gruppe zeigten das histologische Bild chronischer Entziindung
mit Gelenkknorpeldegeneration. In den meisten Gelenken waren Klonierung und
Hypozellularitdt im Gelenkknorpel nachweisbar, begleitet von Pannus und
Oberflachenunregelmaligkeit des Gelenkknorpels. Eine moderate Senkung der

Safranin-O-Farbung war in den meisten Gelenken nachweisbar.

Unter MTX- und Etanercept-Therapie waren die histologischen Zeichen der
Gelenkknorpeldegeneration im Vergleich zu den jeweiligen Arthritis-Gruppen

abgeschwacht

In allen Gruppen wurden TRAP-positive Zellen im subchondralen Knochen des
Kondylus gefunden. Die Anzahl der TRAP-positiven Zellen im Untersuchungsbereich
des Kondylus war in der Arthritis-Gruppe signifikant erhoht. In der Kontroll-Gruppe
zeigten sich nur sparliche Mengen TRAP-positiver Zellen, wahrend in den MTX- und
Etanercept-Gruppen mehr TRAP-positive Zellen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
gefunden wurden. Unsere histomorphometrischen Ergebnisse zeigten signifikante
Unterschiede der histopathologischen Messungen zwischen allen drei Gruppen.

In der dritten Studie zeigte sich, dass die Volumenzunahme des Unterkiefers nicht stetig
war und in allen drei Gruppen eine Abnahme der relativen Volumenzunahme des
Unterkieferkorpers von der 10. zur 22. Woche auftrat. Die grof3te Volumenzunahme war
zwischen der 10. und der 13. Woche feststellbar. Schwere Wachstumsstérungen
zeigten sich bei Arthritis, insbesondere bei Betrachtung der Kiefergelenkkdpfchen.
Demgegeniuber wurde die Entwicklung des Unterkieferkérpers geringer von der
Gelenkentziindung beeinflusst. Bei den Tieren mit Etanercept-Therapie konnte eine
groRere relative Volumenzunahme als bei den Tieren ohne Therapie beobachtet
werden, allerdings war diese nicht so grol3 wie in der Kontroll-Gruppe.

Eine Volumenzunahme des Unterkieferkdrpers konnte bei allen Tieren von der 10. bis

zur 22. Woche beobachtet werden.

Die relative prozentuale Volumenzunahme der Kiefergelenkkdpfchen war bei allen
Gruppen geringer, als die des Unterkieferkdrpers. Auch waren die Unterschiede

zwischen den Gruppen hier grof3er.
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Die relative Volumenzunahme des Unterkieferkdrpers war in den vier dreiwdchigen
Intervallen nicht gleichmé&Rig. Wir beobachteten die grol3te prozentuale
Volumenzunahme im ersten Intervall, also von der 10. bis zur 13. Woche. Hier bestand

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Die Volumenentwicklung der Kiefergelenkkdpfchen in den Intervallen folgte in etwa der
Entwicklung der Volumina des gesamten Unterkiefers. Von der 10. bis zur 13. Woche
beobachteten wir in der Arthritis- und der Etanercept-Gruppe die starkste
Volumenzunahme ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen

festzustellen.

Diskussion

Die histologische Untersuchung ermdéglicht es, die Wirksamkeit von Arzneimitteln zu
bewerten. Dabei bietet die Histomorphometrie die Moglichkeit, den Effekt zu
quantifizieren und Unterschiede zwischen Kontroll- und Arthritistieren zu zahlenmaRig
zu beurteilen. In dieser Studie kombinierten wir zwei etablierte Methoden, namlich den
Mankin-Score, der auf den H-E- und Safranin-O-Farbungen beruht und die Bestimmung
der TRAP-positiven Zellen [11]. Dabei ist die H-E-Farbung das am héaufigsten
durchgefiihrte Verfahren welches eine die histomorphometrische Auswertung der
allgemeinen Gewebestrukturen, intra- und extrazellularen Substanzen ermdglicht [11].
Es erlaubt auch die Diagnose von Krankheitszustanden wie Gelenkknorpel- und

Knochenresorption.

Um die Verbindung zwischen histomorphologischen Veranderungen des Knorpels und
dem subchondralen Knochenabbau im Kondylus herzustellen, haben wir beide

pathologischen Methoden kombiniert.

In den ersten und zweiten Studien konnte auf Basis der Histomorphometrie ein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Arthritis Gruppe
gefunden werden. Dieses bestéatigte die erfolgreiche Induktion der Arthritis.

Unsere Befunde zeigen auch signifikante  Unterschiede zwischen den
histopathologischen Messungen zwischen allen drei Gruppen. Eine signifikante
Korrelation zwischen der Mankin-Score und der TRAP-positiven Zellen konnte
gefunden worden. Allerdings legen die Ergebnisse nahe, dass Etanercept und MTX

nicht in der Lage sind, die Entzindungsprozesse im Gelenk vollstandig zu
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unterdriicken. Der Mankin-Score und die reduzierte Anzahl der TRAP-positiven Zellen
in Tieren, die mit Etanercept und MTX in behandelt wurden, zeigen eine moderate

therapeutische Wirksamkeit dieser Arzneimittel.

Die Volumetrie untersucht das Volumen eines Korpers und basiert auf einem
dreidimensionalen bildgebenden Verfahren. Ebenso wie wir verwendeten bereits
Steinbacher et al. [9] diese Methodik, um Volumenunterschiede zwischen den beiden

Gesichtshalften bei hemifazialer Mikrosomie festzustellen.

Ausdruck der erfolgreichen Therapie mit Etanercept war die gréf3ere Volumenzunahme
des Kondylus und des Unterkiefers im Vergleich zu den Tieren ohne Therapie. Ebenso
wie bei der Entwicklung des gesamten Unterkiefers fuhrte die Therapie zu einer
Besserung der Volumenentwicklung des Kondylus, jedoch war auch hier keine

vollstdndige Normalisierung zu finden.

Das hier verwendete Kaninchenmodell wurde bereits andernorts eingesetzt, um die
Auswirkungen einer Kiefergelenkentzindung auf das Wachstum des Unterkiefers zu
untersuchen. Ebenso wie Tavakkoli-Jou et al. [19] und Stoustrup et al. [4] beobachteten
auch wir eine Wachstumshemmung des Unterkiefers bei den Tieren, bei denen eine
Arthritis induziert worden war. Im Gegensatz allerdings zu Tavakkoli-Jou et al. [19], die
eine Arthritis allein durch eine einmalige OA-ininjektion in das Kiefergelenk erzeugten,
wiederholten wir die intraartikulare Gabe von OA in dreiwdchigen Abstanden. Wir
lehnten uns dabei an die Vorgehensweise von Stoustrup et al. [4] an, die die Injektionen
in dreiwdchigen Abstanden wiederholten, da sie zuvor in einer Pilotstudie beobachtet
hatten, dass bei Kaninchen mit einmaliger OA-Gabe die Entziindung nach 12-wochiger
Beobachtung nicht mehr nachweisbar war. Neben dem Aufrechterhalten der
intraartikularen Entziindung ist auch der klinische Verlauf der JIA ein Argument fir die
wiederholte Induktion der Entziindung, da dieser nicht gleichmalig verlauft, sondern
das Krankheitsbild durch akute Entziindungsschiibe mit nachfolgenden Remissionen
charakterisiert sein kann [20].

In den ersten und dritten Studien wiederholten wir die intraartikulare Injektionen von OA
alle 3 Wochen, um die intraartikulare Arthritis bis zu 10 Wochen aufrecht zu erhalten.
So waren der Mankin-Score und die Anzahl der TRAP-positiven Zellen in der zweiten
Studie signifikant hoher, welches eine starkere Entzindungsreaktion im

Kiefergelenkbereich als in der ersten Studie zeigt.
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Dies scheint zu bestétigen, dass wiederholte Injektionen gegeniber einer einzelne

Injektion in Bezug auf das Ausldsen einer intraartikularen Entztindung tberlegen sind.

Ein weiteres Argument fur die Wiederholung der Injektion ist die Tatsache, dass JIA als
nicht-kontinuierlicher Prozess mit Perioden von Exazerbationen gefolgt von
Remissionen gekennzeichnet ist [21]. Daher konnten wiederholte Injektionen das
vorliegende Tiermodell noch mehr an den klinischen Verlauf der JIA beim Menschen

annahern.

Etanercept ist ein gentechnologisch hergestellter Wirkstoff, der an humanes TNF-a
bindet und diese durch Bindung inaktiviert. Da humane TNF-a-Blocker fir Kaninchen
Antigene darstellen, ist eine Neutralisierung des Pharmakons durch Antikorper
wahrscheinlich. Neben einer moéglichen Unterdosierung ist auch an eine reduzierte
Wirksamkeit dieses humanen Medikaments beim Kaninchen zu denken. Daruber
hinaus muss berlcksichtigt werden, dass der mit TNF-a verbundene Weg nur ein
moglicher Mechanismus flir eine Gelenkschadigung durch Entzindung ist. Andere

Mechanismen kdnnen durch Etanercept eventuell nicht beeinflusst werden.

Auch MTX scheint eine schitzende Wirkung vor allem auf den Knorpel zu haben. Es
scheint ebenso in der Lage zu sein, Osteoklasten zu hemmen. Dies ist wichtig, well
Gelenkdegeneration, vor allem in den spateren Stadien, von einem Abbau der

Knochenstrukturen begleitet wird.

Schlussfolgerung

Im vorliegenden Kaninchenmodell kann sowohl mit mehrfacher, als auch mit einfacher
OA-Injektion eine Arthritis induziert werden, dabei sind die Entziindungsparameter bei

wiederholter Injektion starker.

Die systemische Verabreichung von MTX und Etanercept in einer Dosierung wie beim
Menschen scheint eine positive Wirkung auf die Entzindungsprozesse im
Kaninchenkiefergelenk zu haben, aber die Zeichen der Arthritis nicht vollstandig zu
beseitigen. Eine Korrelation zwischen der Anzahl von Osteoklasten (TRAP-positive

Zellen) und die Mankin Score wurde gefunden.

AIA des Kiefergelenks fiihrt beim  heranwachsenden  Kaninchen  zu

Wachstumsstorungen des Unterkiefers, insbesondere des Kondylus. Durch die

14



Therapie mit Etanercept in der hier gewahlten Dosierung und Applikationsart konnte

eine Besserung, jedoch keine vollstdndige Normalisierung des Wachstums erreicht

werden. Die Beurteilung der Volumenzunahme erscheint geeignet, das Wachstum des

Unterkiefers darzustellen.
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Influence of arthritis of the TMJ and its therapy on the development of the mandibular
volume
An in-vivo-study

Aim

The aim of this study was to investigate the development of the mandible in growing
rabbits which were suffering from bilateral arthritis of the temporomandibular joint
(TMJ). In addition, the therapeutic effect of the TNF-a antagonist etanercept should be
investigated.

Methods

18 New Zealand White Rabbits (8 weeks old) were randomized and distributed to three
groups with six animals in each group. In 12 animals a sensitization on Ovalbumin
(OA) was performed at the age of 10 weeks and followed by the induction of a bilateral
arthritis of the TMJ by intra articular injections of OA. The intra articular injections were
repeated every three weeks with the purpose to maintain the inflamation. In 6 out of the
12 animals weekly subcutaneous injections of etanercept were given. The remaining 6
animals served as control without any intervention. All animals received computed
tomographies (CT) of the maxillofacial region every three weeks, beginning from week
10 through week 22, the end of the study. Following segmentation, the development of
the mandible was analyzed by volumetry.

Results

The mandibular development was not continuous but, growth decreased from week 10
to week 22. In all groups the highest rate of growth was seen between the weeks 10
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and 13. Arthritis caused severe disturbances of growth, especially in the condylar
process. In the etanercept group a better but not a totally normal mandibular
development compared to the control group could be observed.

Conclusion

Antigen-induced arthritis of the TMJ is causing severe disturbances of growth, which
resemble those in juvenile idiopathic arthritis. Under therapy with etanercept an
improved but not completely normal growth could be achieved.

Keywords: Arthritis, mandibular growth, computed tomography, volumetry
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Influence of arthritis of the TMJ and its therapy on the development
of the mandibular volume

An in-vivo-study

Aim

The aim of this study was to investigate the development of the
mandible in growing rabbits which were suffering from bilateral arthritis
of the temporomandibular joint (TMJ). In addition, the therapeutic effect
of the TNF-a antagonist etanercept should be investigated.

Methods

18 New Zealand White Rabbits (8 weeks old) were randomized and
distributed to three groups with six animals in each group. In 12 animals
a sensitization on Ovalbumin (OA) was performed at the age of 10
weeks and followed by the induction of a bilateral arthritis of the TMJ by
intra articular injections of OA. The intra articular injections were
repeated every three weeks with the purpose to maintain the
inflamation. In 6 out of the 12 animals weekly subcutaneous injections of
etanercept were given. The remaining 6 animals served as control
without any intervention. All animals received computed tomographies
(CT) of the maxillofacial region every three weeks, beginning from week
10 through week 22, the end of the study. Following segmentation, the
development of the mandible was analyzed by volumetry.

Results

The mandibular development was not continuous but, growth decreased
from week 10 to week 22. In all groups the highest rate of growth was
seen between the weeks 10 and 13. Arthritis caused severe
disturbances of growth, especially in the condylar process. In the
etanercept group a better but not a totally normal mandibular
development compared to the control group could be observed.
Conclusion

Antigen-induced arthritis of the TMJ is causing severe disturbances of

growth, which resemble those in juvenile idiopathic arthritis. Under
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therapy with etanercept an improved but not completely normal growth

could be achieved.
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Einfluss einer Kiefergelenkarthritis und ihrer Therapie auf die
Volumenentwicklung des Unterkiefers
Eine Studie am wachsenden Kaninchen

Ziel

Ziel dieser Studie war es, die Volumenentwicklung des Unterkiefers
beim wachsenden Kaninchen mit bilateraler Kiefergelenkarthritis zu
untersuchen. Ferner sollte der therapeutische Effekt des TNF-a
Antagonisten Etanercept beurteilt werden.

Methodik

18 New Zealand White Rabbits (Alter 8 Wochen) wurden randomisiert
auf drei Gruppen zu je sechs Tieren verteilt. Bei 12 Tieren erfolgte im
Alter von 10 Wochen eine Sensibilisierung auf Ovalbumin (OA) und
anschlielend die Induktion einer beidseitigen Kiefergelenkarthritis durch
intraartikulare OA-Injektionen. Zur Aufrechterhaltung der Entziindung
wurden die intraartikularen Injektionen alle 3 Wochen wiederholt. Bei 6
der 12 Tiere erfolgte eine Therapie mit wochentlichen subkutanen
Etanercept-Injektionen. 6 weitere Tiere dienten als Kontrollgruppe ohne
jeglichen Eingriff. Von allen Tieren wurden beginnend mit der 10. Woche
alle drei Wochen bis zum Versuchsende im Alter von 22 Wochen
Computertomographien (CT) des Gesichtsschadels durchgefiihrt. Die
Entwicklung des Unterkiefers wurde nach Segmentierung auf Basis der
CT-Daten mittels Volumetrie dreidimensional untersucht.

Ergebnisse

Die Unterkieferentwicklung war nicht stetig, das Wachstum nahm von
der 10. bis zur 22. Woche in allen Gruppen ab. Die hichste
Wachstumsgeschwindigkeit wurde zwischen der 10. und der 13. Woche
beobachtet. Die Arthritis verursachte schwere Wachstumsstérungen, vor
allem bei den Gelenkfortsatzen. Die Etanercept-Gruppe zeigte eine
bessere, jedoch nicht vollkommen normale Unterkieferentwicklung im
Vergleich zur Kontrollgruppe

Schlussfolgerung

Die Antigen-induzierte Arthritis des Kiefergelenks erzeugt schwere

Wachstumsstorungen, die denen bei der juvenilen idiopathischen
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Arthritis @hneln. Unter Therapie mit Etanercept kommt es zu einer
Besserung, aber nicht zu einer vollstandigen Normalisierung des

Wachstums.
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Einleitung

Entziindliche Erkrankungen des Kiefergelenks fiihren bei Kindern und
Heranwachsenden haufig zu Wachstumsstérungen [16,19].

Besonders charakteristisch sind diese in Zusammenhang mit der
Juvenilen Idiopathischen Arthritis (JIA)[30,31]. Die Pathophysiologie
dieser Erkrankung ist zum gegenwaértigen Zeitpunkt noch nicht
vollstandig aufgeklart, insbesondere tber die Auswirkungen
medikamentdser Therapien werden weitere Kenntnisse bendtigt [28].
Das Kaninchen wurde bereits von mehreren Autoren als Tiermodell fur
die Untersuchung des Schadel- und Gesichtswachstums und fiir die
Anatomie und Pathologie des Kiefergelenks eingesetzt [2,23,24]. Die
Antigen Induzierte Arthritis (AlA) des Kiefergelenks diente in diesem
Tiermodell zur Untersuchung entziindlicher Kiefergelenkprozesse und
als Modell fir die Rheumatoide Arthritis [10,9,8,23,25,24].

Ein Ansatz zur Therapie entzindlicher Kiefergelenkerkrankungen
besteht in der Verabreichung antirheumatischer Medikamente, die in der
Lage sein sollen, die intraartikulare Entziindung zu kontrollieren und im
Idealfall sogar zu stoppen [5].

In den vergangenen Jahren wurde die Therapie rheumatischer
Erkrankungen durch die Einfihrung der ,Biologica“ verbessert. Diese
konnen spezifisch Teile der Immunantwort des Kérpers hemmen

[6].

Ein vor kurzem eingefiihrtes Medikament aus der Gruppe der Biologica
ist Etanercept, welches dem naturlichen Rezeptor fur
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) sehr ahnlich ist und mit diesem
konkurriert. Durch Bindung an das Medikament kann TNF- a nicht mehr
seine nattrliche Wirkung entfalten und der TNF-a-Pfad wird gehemmt.
Dieser Wirkstoff wurde bereits erfolgreich bei der Behandlung der
Rheumatoiden Arthritis und der JIA verabreicht.

In den letzten Jahren sind verstarkt dreidimensionale bildgebende
Verfahren in die kieferorthopadische Diagnostik eingeftihrt worden und
haben einen wichtigen Beitrag zur Beurteilung der Schadel- und
Gesichtsentwicklung geleistet [11,17,22,29].
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Ein relativ neues Verfahren zur Untersuchung der Ausdehnung eines
Korpers stellt die Volumetrie dar, bei der das Volumen eines Kdrpers
durch die Addition aller zu seinem Bild gehérenden Voxel bestimmt wird
[20].

Da es zum gegenwartigen Zeitpunkt nur unzureichende Kenntnisse tber
den Effekt einer Kiefergelenkarthritis auf das Unterkieferwachstum und
insbesondere die Auswirkung einer Biologica-Therapie mit TNF-a-
Antagonisten gibt, war das Ziel dieser in-vivo-Studie, das
Unterkieferwachstum bei Kaninchen mit beidseitiger Kiefergelenkarthritis
zu bestimmen und die Auswirkung einer Therapie mit Etanercept auf die
GroRRenentwicklung des Unterkiefers durch Volumetrie zu untersuchen.
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Material and Methode

Versuchstiere

18 weibliche “New Zealand White Rabbit’-Kaninchen (Alter: 8 Wochen,
Durchschnittsgewicht: 1,8 + 0,2 kg) wurden in der tierexperimentellen
Einrichtung der Charité — Universitatsmedizin Berlin gehalten. Alle Tiere
hatten Zugang zu Futter und Wasser ad libitum und ihr Wohlbefinden
wurde insbesondere durch die tagliche Aufzeichnung des Futter und
Wasserkonsums bei der Visite sowie durch wochentliche
Gewichtskontrollen erfasst.

Bereits vor ihrer Ankunft waren alle Tiere randomisiert auf drei Gruppen
zu je sechs Tieren verteilt worden. Bei den Tieren in Gruppe B und C
wurde nach vorheriger Sensibilisierung auf Ovalbumin (OA) in
Anlehnung an die Vorgehensweise von Kapila et al. [7] beidseitige
Kiefergelenkarthritiden durch Gelenkinjektionen mit OA erzeugt. Die
Tiere in Gruppe A dienten als Kontrolle, sie erhielten weder
intraartikulare Injektionen, noch irgendwelche anderen Behandlungen.
Die Tiere in Gruppe C erhielten wochentlich subkutane Injektionen mit
Etanercept (Abbildung 1).

Die Genehmigung zur Durchfiihrung dieser Studie durch die zustandige
Landesbehorde lag vor (LAGeSo N G 0195/09).

Arthritis-Induktion

Von der zehnten bis zur dreizehnten Alterswoche wurden die Tiere in
den Gruppen B und C systematisch mit Ovalbumin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) und inkomplettem und komplettem Freund’s Adjuvans
(Sigma-Aldrich, St Louis, USA) wie bei Kapila et al. [7] beschrieben
sensibilisiert.

Nachdem die erfolgreiche Sensibilisierung bei allen Tieren aus Gruppe
B und C durch eine intradermale OA-Injektion getestet und bestéatigt
worden watr, erfolgte in der dreizehnten Woche in
Intraperitonealanasthesie mit Ketaminchlorid (25 mg/kg
Korpergewicht(KG)) und Xylazin (4 mg/kg KG) die Induktion einer

Arthritis in beiden Kiefergelenken durch intraartikulare Injektion von 0,1
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ml OA-LAsung (5mg/ml). Die MaRBnahme wurde alle drei Wochen
wiederholt und erfolgte in Anlehnung an die Vorgehensweise von
Stoustrup et al. [23]. Ziel war es, die intraartikulare Entziindung wahrend
des gesamten Experiments aufrecht zu erhalten und das klinische Bild
der JIA, welche durch wiederholte Perioden akuter Entziindung

charakterisiert sein kann, zu simulieren.

Arthritistherapie mit Etanercept

Nach Arthritisinduktion erhielten die Tiere in Gruppe C ab Woche 13
woOchentliche subkutane Injektionen mit Etanercept (Enbrel, Wyeth,
Munster, Germany) in einer Dosierung von 0,8 mg/kg KG bis zum Ende
der Studie.

CT-Volumetrie der Unterkiefer

Um das Wachstumsverhalten der Kaninchenunterkiefer zu analysieren,
wurden unter Sedierung alle drei Wochen Uber einen Zeitraum von 5
Monaten Volumendatensatze der Unterkiefer an einem 64-Zeilen-CT
(Light Cycler, GE Medical Systems, Milwaukee, IL, USA) mit einer
Schichtdicke von 0,625 mm generiert (140 kV, 100 mA). Bei der
anschlieBenden Bildauswertung wurden nach manueller und
schwellenwertbasierter Segmentation die Volumina der Unterkiefer
mittels Volumenrekonstruktionstechnik (VRT) ermittelt (Software Volume
Viewer 2 AW Suite 2.0, GE Medical Systems, Milwaukee, IL, USA).
(Abbildung 2). AnschlieRend wurden die Kieferkdpfchen vom Unterkiefer
manuell separiert, und ihre Volumina seitengetrennt mittels VRT

bestimmt.

Messfehler und Zuverlassigkeit

Zur Bestimmung des Methodenfehlers wurden an 20 zuféllig
ausgewdahlten CTs die Segmentierung und die Bestimmung des
Volumens des Unterkiefer und der Kondylen nach einer Zeit von mehr
als vier Wochen wiederholt. Der Methodenfehler wurde dann nach
Dahlberg [4] bestimmt:
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Methodenfehler = V' ¥ d?/2n

Dabei ist d die Differenz zwischen 2 Bestimmungen und n die
Stichprobengrolie.

Ferner wurde mit dem t-Test nach Student untersucht, ob der
Unterschied zwischen der ersten und der zweiten Bestimmung

signifikant war.

Statistik

Die Entwicklung des Gesamtunterkiefervolumens und des Volumens der
Kiefergelenkkdpfchen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test auf
Signifikanz Gberprift. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von 0,05
festgelegt. Bei Signifikanz erfolgte nach Bonferroni-Korrektur die
Anwendung des Mann-Whitney-Tests zum paarweisen
Gruppenvergleich.

Ebenso wurden bei jedem der 4 Intervalle zun&chst die Ergebnisse der
drei Gruppen miteinander mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen und
im Falle von Signifikanz (p< 0,05) im Anschluss paarweise Mann-
Whitney-Tests durchgefuhrt. Dabei erfolgte zuvor die Bonferroni-
Adjustierung wie bei der Gesamtentwicklung.
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Ergebnisse

Bei der Narkose vor der ersten Computertomographie im Alter von
10 Wochen erwachten zwei Tiere aus der Kontrollgruppe nicht aus
der Narkose. Gemald dem von der Landesbehdrde genehmigten
Versuchsprotokoll wurden die beiden verstorbenen Tiere durch
zwei Reservetiere ersetzt und wurden bei der statistischen

Auswertung nicht bertcksichtigt.

Die Volumenzunahme des Unterkiefers war nicht stetig sondern es
konnte eine Abnahme der relativen Volumenzunahme des
Unterkieferkorpers von der 10. zur 22. Woche in allen drei Gruppen
beobachtet werden. Die gréf3te Volumenzunahme war zwischen der 10.
und der 13. Woche feststellbar (Abbildung 3). Schwere
Wachstumsstdrungen zeigten sich bei Arthritis, insbesondere bei
Betrachtung der Kiefergelenkkopfchen (Abbildung 4). Demgegenuber
wurde die Entwicklung des Unterkieferkérpers geringer von der
Gelenkentziindung beeinflusst. Bei den Tieren mit Etanercept-Therapie
konnte eine grol3ere relative Volumenzunahme als bei den Tieren ohne
Therapie beobachtet werden, allerdings war diese nicht so grol3 wie in

der Kontrollgruppe (Abbildungen 3 und 4).

Volumenentwicklung des Unterkieferkdrpers Uber den
Gesamtzeitraum

Eine Volumenzunahme des Unterkieferkdrpers konnte bei allen Tieren
von der 10. bis zur 22. Woche beobachtet werden.

In der Kontrollgruppe betrug die durchschnittliche Volumenzunahme 56
* 6 %. Demgegeniiber waren es nur 45 = 5 % bei den Tieren mit
Arthritis aber ohne Therapie. In der Gruppe mit Etanercepttherapie
konnte eine Volumenzunahme von 51 + 5 % festgestellt werden. Die

Unterschiede zwischen den Gruppen waren signifikant (Abbildung 3).

Volumenentwicklung der Kiefergelenkkdépfchen tGber den

Gesamtzeitraum
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Die relative prozentuale Volumenzunahme der Kiefergelenkkopfchen
war bei allen Gruppen geringer, als die des Unterkieferkorpers. Auch
waren die Unterschiede zwischen den Gruppen hier gré3er. Sie betrug
bei den Kontrolltieren 38 + 7 %, gegentber 19+ 5 % bei den
Arthritistieren. Unter Etanercepttherapie konnten wir eine

Volumenzunahme von 29 = 5 % feststellen (Abbildung 4).

Volumenentwicklung des Unterkieferkorpers in den Intervallen

Die relative Volumenzunahme des Unterkieferkdrpers in den vier
dreiwdchigen Intervallen von der 10. bis zur 22. Woche war nicht
gleichmalfiig. Wir beobachteten die gréf3te prozentuale
Volumenzunahme im ersten Intervall, also von der 10. bis zur 13.
Woche.Hier bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. Im 2. und 3. Intervall bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den beiden anderen Gruppen, im
dritten Intervall auch zwischen der Therapiegruppe und der
Arthritisgruppe. Die Volumenzunahme war in der Kontrollgruppe jeweils
am ausgepragtesten, die Etanerceptgruppe verzeichnete eine starkere
Zunahme als die Arthritisgruppe im 3. Intervall. Von der 19. bis zur 22.
Woche war die Volumenzunahme in allen drei Gruppen nur noch gering
und es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Bemerkenswert war aber, dass die prozentuale
Volumenzunahme sowohl in der Arthritis-, als auch der
Etanerceptgruppe starker war, als in der Kontrollgruppe (Abbildung 3).
In der Arthritisgruppe verlief die Wachstumsverlangsamung flacher, als
in der Kontrollgruppe, bei der es beim Ubergang vom dritten zum vierten
Intervall einen scharfen Abfall gab (Abbildung 3).

Volumenentwicklung der Kiefergelenkkdpfchen in den Intervallen
Die Volumenentwicklung der Kiefergelenkkdpfchen in den Intervallen
folgte in etwa der Entwicklung der Volumina des gesamten Unterkiefers.
Von der 10. bis zur 13. Woche beobachteten wir in der Arthritis- und der
Etanerceptgruppe die starkste Volumenzunahme ohne einen

signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen festzustellen. Von
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der 13. bis zur 16. Woche erreichte die Volumenzunahme in der
Kontrollgruppe ihren Peak. Die Unterschiede waren in diesem Intervall
zwischen allen Gruppen signifikant. Im weiteren Verlauf reduzierte sich
das Wachstum in allen Gruppen.

Im Intervall zwischen der 13. und der 16. Woche war der Unterschied
zwischen den Arthritistieren und der Kontrollgruppe am

ausgepragtesten.

Im vierten Intervall beobachteten wir nur noch eine geringe
Volumenzunahme. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren nur
und nicht signifikant (Abbildung 4).

Methodenfehler

Bei der Bestimmung des Unterkiefervolumens lag der Methodenfehler
nach Dahlberg bei 146 mm?®, bei den Gelenkfortsatzen belief er sich auf
2 mm 3. Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen der ersten

und der zweiten Messung.
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Diskussion

Das hier verwendete Kaninchenmodell wurde bereits andernorts
eingesetzt, um die Auswirkungen einer Kiefergelenkentztindung auf das
Wachstum des Unterkiefers zu untersuchen. Ebenso wie Tavakkoli-Jou
et al. [26] und Stoustrup et al. [23] beobachteten auch wir eine
Wachstumshemmung des Unterkiefers bei den Tieren, bei denen eine
Arthritis induziert worden war. Im Gegensatz allerdings zu Tavakkoli-Jou
et al., die eine Arthritis allein durch eine einmalige Ovalbumininjektion in
das Kiefergelenk erzeugten, wiederholten wir die intraartikulare Gabe
von Ovalbumin in dreiwdchigen Abstanden. Wir lehnten uns dabei an
die Vorgehensweise von Stoustrup et al. an, die die Injektionen in
dreiwdchigen Abstanden wiederholten, da sie zuvor in einer Pilotstudie
beobachtet hatten, dass bei Kaninchen mit einmaliger Ovalbumingabe
die Entziindung nach 12-wdchiger Beobachtung nicht mehr
nachweisbar war. Neben dem Aufrechterhalten der intraartikularen
Entzindung ist auch der klinische Verlauf der JIA ein Argument fur die
wiederholte Induktion der Entziindung, da dieser nicht gleichmé&fig
verlauft, sondern das Krankheitsbild durch akute Entziindungsschiibe
mit nachfolgenden Remissionen charakterisiert sein kann [13].

Die in dieser Studie angewandte Volumetrie untersucht das Volumen
eines Korpers und basiert auf einem dreidimensionalen bildgebenden
Verfahren. Ebenso wie wir verwendeten bereits Steinbacher et al. die
Methodik, um Volumenunterschiede zwischen den beiden
Gesichtshalften bei hemifazialer Mikrosomie festzustellen [22].

Yavuz et al. konnten die Zuverlassigkeit der Volumenbestimmung auf
Basis von Spiralcomputertomographien bei Knochentransplantaten aus
der Unterkiefersymphysenregion aufzeigen, indem sie die Transplantate
zusatzlich direkt vermal3en [32].

Auch Yitschaky et al. bestatigten die Genauigkeit der CT-basierten
Volumenbestimmung anhand von Schédelmodellen [33].

In den letzten Jahren konnte sich neben der Computertomographie die
Digitale Volumentomographie zur Darstellung der knéchernen

Verhéltnisse im Kiefer- und Gesichtsbereich etablieren und wurde
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andernorts auch benutzt, um das Volumen des Condylus und des
Unterkiefers zu bestimmen [27]. Es konnte gezeigt werden, dass beide
Verfahren zuverlassig die knéchernen Verhaltnisse im Kiefer und
Gesichtsbereich darstellen, allerdings ist die Strahlenbelastung bei der
Computertomographie hoher.

Die relative Volumenzunahme des Unterkieferkorpers betrug wéhrend
des Beobachtungszeitraums bei den Kontrolltieren 56 %, bei den
Kondylen hingegen nur 38 %. Somit war das Wachstum des gesamten
Unterkiefers relativ gro3er, als das der Gelenkfortsatze.

Bei den Tieren mit Arthritis betrug die Volumenzunahme des
Unterkieferkorpers etwa ein Funftel weniger. Bei der Volumenzunahme
des Kondylus beobachteten wir eine noch ausgepréagtere Differenz
zwischen Kontrolltieren und Arthritisgruppe, die relative
Volumenzunahme war nur etwa halb so grof3 wie in der Kontrollgruppe.
Die Wachstumshemmung durch die Entziindung im Gelenk machte sich
also besonders deutlich im Bereich des Processus condylaris
bemerkbar, viel weniger ausgepragt bei der Entwicklung des
Gesamtunterkiefervolumens. Eine Entwicklung, die plausibel erscheint,
weil sich die Entziindung im Gelenkspalt abspielte, also in unmittelbarer
Néhe zu den Wachstumszonen des Processus condylaris.

Klinisch entspricht diese Beobachtung dem Bild des wachsenden
Patienten, der unter einer Kiefergelenkarthritis leidet und in dessen
Folge sich eine Verkirzung des aufsteigenden Astes mit einem offenen
Biss entwickelt [18]. Der offene Biss liel3 sich aber von uns vermutlich
deshalb nicht beobachten, da die Kaninchenzahne permanent wachsen
und ein vertikales Defizit durch Zahnwachstum oder
Alveolarfortsatzwachstum ausgeglichen wird.

Ausdruck der erfolgreichen Therapie mit Etanercept war die groRere
Volumenzunahme des Kondylus und des Unterkiefers im Vergleich zu
den Tieren ohne Therapie. Ebenso wie bei der Entwicklung des
gesamten Unterkiefers fuhrte die Therapie zu einer Besserung der
Volumenentwicklung des Kondylus, jedoch war auch hier keine

vollstandige Normalisierung zu finden.
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Das Ausbleiben einer vollstandigen Wachstumsnormalisierung infolge
unserer Therapie kann durch mehrere Effekte begriindet sein. Zum
einen ist die hier gewéhlte Dosierung von 0,8 mg/ Woche zwar fur den
Menschen optimal, jedoch sind bei der ,renalen Clearance*
Unterschiede zwischen Mensch und Kaninchen anzunehmen. Somit
ware eine schnellere Entfernung des Pharmakons denkbar, wodurch
seine Wirksamkeit sanke.

Neben einer moglichen Unterdosierung ist auch an eine reduzierte
Wirksamkeit dieses humanen Medikaments beim Kaninchen zu denken.
Etanercept ist ein gentechnologisch hergestellter Wirkstoff, der an
humanes TNF-a und - bindet und diese durch Bindung inaktiviert. Da
humane TNF-a-Blocker fur Kaninchen Antigene darstellen, ist eine
Neutralisierung des Pharmakons durch Antikérper wahrscheinlich.
DarlUber hinaus muss berucksichtigt werden, dass der mit TNF-a-
verbundene Weg nur ein moglicher Mechanismus fur eine
Gelenkschadigung durch Entziindung ist. Andere Mechanismen kénnen
durch Etanercept eventuell nicht beeinflusst werden.

In unserer Studie verwendeten wir 10 Wochen alte Kaninchen. Nach
Studien von Mills et al. [15] und von Masoud et al. [14] handelt es sich
um ein Alter, in dem der pubertare Wachstumsschub noch bevorsteht,
also um einen Zeitraum, in denen beim Menschen haufig
funktionskieferorthopadische Apparaturen eingesetzt werden und
welches auch fur die Kieferorthopadie von besonderem Interesse ist, da
Kinder, die an JIA leiden eben in diesem Zeitraum
Wachstumshemmungen zeigen.

Aus diesem Grund wahlten auch andere Autoren, die das
Wachstumsverhalten an Hand von Kaninchen beurteilten Tiere in
diesem Alter [1,3,12,21].

In unserer Studie fuhrten wir dreiwochentlich ein CT durch, um das
Wachstum in diesen Intervallen zu beurteilen, eine Vorgehensweise, die
von Tavakkouli-Jou et al. mit konventionellen Fernréntgenseitenbildern
durchgefiihrt wurde [26]. Dabei konnten diese das Wachstum aber nur
zweidimensional beurteilen, eine Beurteilung der Transversalebene oder

der Volumenentwicklung konnte dort nicht durchgeflhrt werden. Wie
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diese konnten  wir aber auch feststellen, dass die
Wachstumsgeschwindigkeit nicht stetig, sondern am Anfang der
dreimonatigen Beobachtungszeit am hdchsten war und danach
abnahm. Dieses traf fur alle drei Gruppen zu.

Im Gegensatz zu anderen Spezies und dem Menschen ist das
Wachstum der Kaninchen in dem untersuchten Zeitraum
verhaltnismaRig gering, Masoud et al. fuhrten aufgrund ihrer
Beobachtungen mit Fernréntgenseitenbildern aus, dass in der 16.
Woche bereits 90 % der Unterkieferlangenentwicklung stattgefunden
haben [14]. Diese Beobachtungen konnten wir hier tendenziell
bestéatigen, wenngleich die Volumenzunahme auch nach der 16. Woche
noch etwas mehr als 10 Prozent betragt. Sie stehen aber auch deshalb
nicht in Widerspruch zu unseren Ergebnissen, da Massoud et al. die
Langenentwicklung, wir hingegen das Volumen beurteilt haben, unsere

Ergebnisse also auf der dritten Potenz beruhen.

Schlussfolgerung

Die Antigeninduzierte Arthritis des Kiefergelenks fuhrt beim
heranwachsenden Kaninchen zu Wachstumsstérungen des
Unterkiefers, insbesondere desKondylus.

Durch die Therapie mit Etanercept in der hier gewahlten Dosierung und
Applikationsart konnte eine Besserung, jedoch keine vollstandige
Normalisierung des Wachstums erreicht werden.

Die Beurteilung der Volumenzunahme erscheint geeignet, das

Wachstum des Unterkiefers darzustellen.

Diese Arbeit wurde durch den Forschungsfonds der Deutschen

Gesellschaft fur Kieferorthopadie unterstitzt.
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Abbildung 1
Zeitlicher Ablauf des Versuchs in der Arthritis, der Kontroll- und der
Etanercept-Gruppe.



©CO~NOOOTA~AWNPE

20

E: Etanercept-Gabe

Woche 10 13 16 19 22
Arthritis 5600 + 6664 + 7336 7784 8128
458 605 562 835 772
Etanercept | 4874 + 5898 + 6482 + 7019 + 7357 +
201 660 444 365 483
Kontrolle 4900 = 5929 + 6762 7399 + 7651 +
687 146 740 537 401

Tabelle 1. Mittelwerte der Unterkiefervolumina mit Standardabweichung in

3

mm
Woche 10 13 16 19 22

Arthritis 73 +18 81+11 84 +18 86 +21 87 +24
Etanercept |64 +18 72 +9 77 £ 23 81+14 83+ 17
Kontrolle 68 £ 10 76 + 18 85+9 91 +13 94 + 24

Tabelle 2. Mittelwerte der Kiefergelenkkdpfchenvolumina mit

Standardabweichung in mm?®
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Abbildung 2: Darstellung eines segmentierten Unterkiefers. Der linke

Kondylus ist gelb umrandet. Die kaudale Grenze des Kondylus
definierten wir dort, wo der Processus condylaris den geringsten
Durchmesser kaudal des Kondylus und senkrecht zur Langsachse
des Processus hatte. Die Skizze neben dem Kondylus skizziert
diesen als aus Scheiben aufgebaut. Die Scheibe mit dem
kleinsten Durchmesser ist die untere Grenze des Kondylus. Die
gelben Scheiben gehdren folglich zum Kondylus und gehen in die

Volumenberechnung ein, die roten nicht. Die grine Linie
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reprasentiert die Langsachse des Processus condylaris.
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Abbildung 3: Relative Volumenzunahme des Unterkieferkorpers

wahrend der vier Intervalle und gesamt.
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Abbildung 4: Relative Volumenzunahme der Kiefergelenkkdpfchen

wahrend der vier Intervalle und gesamt.
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