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2.    Einleitung 
 

2.1. Die Rheumatoide Arthritis – eine Erkrankung unklarer Ätiologie und Pathogenese 

 

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine immunvermittelte, chronisch-entzündliche 

Systemerkrankung mit einer großen klinischen Heterogenität. Die Ätiologie und Pathogenese 

dieser Autoimmunerkrankung sind zum gegenwärtigen Zeitpunkt nur unzureichend 

verstanden. Klinische Manifestationen der Erkrankung sind destruktive 

Gelenkveränderungen, insbesondere der kleinen peripheren Gelenke, und der nicht 

obligatorische Befall verschiedener innerer Organe. In der Gruppe der chronisch-

entzündlichen Gelenkerkrankungen ist die RA mit einer Inzidenz von bis zu 1 % die häufigste 

chronisch-entzündliche Bindegewebserkrankung in Europa und Nordamerika (Choy & 

Panayi, 2001; Lee & Weinblatt, 2001). 

Das pathogenetische Substrat der RA ist die persistierende Synovialitis, die mit einer 

progredienten Destruktion artikulärer Strukturen einhergeht. In der Synovialis, der 

Synovialflüssigkeit und in den gelenknahen Strukturen manifestiert sich ein 

Entzündungsprozess, der mit einer ausgeprägten Infiltration vor allem durch Makrophagen 

und Lymphozyten einhergeht und gekennzeichnet ist durch eine Hyperplasie der 

Synovialmembran mit Zeichen eines invasiv wachsenden Granulationsgewebes (Gay et al., 

2002; Gay et al., 1993; Johnson et al., 1993, Kinne et al., 2007). Trotz erheblicher 

Fortschritte im Verständnis der pathogenetischen Mechanismen der RA in den 

zurückliegenden Jahren sind diese Erkenntnisse nach wie vor fragmentarisch und unser 

Wissen über die Ätiologie der Erkrankung nach wie vor unzureichend. Nachfolgend soll 

deshalb der Versuch unternommen werden, bisherige Erkenntnisse über die Pathogenese 

der RA in Form von Hypothesen zusammenzufassen. 

 

Die RA – eine genetisch bedingte Erkrankung 

Die RA ist, wie der arterielle Hypertonus, der Diabetes mellitus oder die Arterosklerose, keine 

monogenetische Erkrankung sondern wird durch multiple genetische Faktoren verursacht. 

Dabei handelt es sich eher um die Kombination von genetischen Merkmalen als um 

krankheits-assoziierte Genmutationen.  

Ähnlich wie andere Autoimmunerkrankungen ist die RA eine HLA - assoziierte Erkrankung 

(Stastny, 1978; Gregersen et al., 1987). Im Vergleich zur Gesamtpopulation wird bei den 

meisten RA Patienten ein nur geringes Spektrum von HLA DRB1 - Allelen exprimiert 

(Wordsworth et al., 1989). Die Expression der Allele DRB1 0401 und 0404 ist dabei mit der 

Schwere des Krankheitsverlaufes korreliert (Weyand et al., 1995; Ollier & MacGregor, 1995). 

So entwickeln HLA DRB1 0401 - homozygote Patienten häufig eine rheumatoide Vaskulitis. 
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Möglicherweise erfolgt über die Expression spezifischer HLA - Muster die Selektion 

krankheitsrelevanter T-Zellklone (Weyand & Goronzy, 1994). HLA - Gene sind damit für die 

Schwere des Krankheitsverlaufes der RA relevant, weniger jedoch für den Ausbruch der 

Erkrankung (Feist et al., 2007). 

Das genetische Risiko, an der RA zu erkranken, definiert sich nicht ausschliesslich über HLA 

- assoziierte Gene (Seldin et al., 1999). Eineiige Zwillinge haben mit 12-15% eine deutlich 

höhere Wahrscheinlichkeit, an RA zu erkranken, als zweieiige Zwillinge, bei denen die 

Wahrscheinlichkeit 4% beträgt (Silman et al., 1993). Dabei scheint die Krankheits-

prädisposition zu 60% genetisch determiniert zu sein, wobei eine grosse klinische 

Heterogenität auffällig ist (MacGregor et al., 1995). Das Spektrum potentieller 

Krankheitsgene ist vielfältig und schliesst Regulatoren der Immunantwort und des Zellzyklus 

sowie Gene von artikulären Strukturproteinen ein (McDermott et al., 1995; Mulcahy et al., 

1996). 

 

Die RA – eine Infektionserkrankung 

Zahlreiche akute und chronisch-entzündliche Prozesse werden durch Krankheitserreger, wie 

Bakterien, Viren und Mycoplasmen verursacht. Diese Beobachtungen, die Infiltration der 

chronisch-entzündlichen Synovialis durch immunkompetente Zellen sowie das Verursachen 

einer chronischen Arthritis durch Borrelia burgdorferi führten zu dem Konzept einer 

infektiösen Genese der RA (Burmester et al., 1995; Nocton & Steere, 1995). Desweiteren ist 

in Synoviozyten von HTLV1 – positiven Patienten, welche klinisch eine RA - ähnliche 

Polyarthritis entwickeln können, HTLV1 – provirale DNA nachweisbar (Nakajima et al., 1993; 

Nishioka et al., 1996). Darüber hinaus gibt es Beobachtungen zur Existenz Virus-ähnlicher 

Partikel in der rheumatoiden Synovialis (Stransky et al., 1993). Es ist eine gegenwärtig 

weder bewiesene noch widerlegte Vermutung, dass die RA (a) auf einer ständigen 

Erregerpersistenz (permanent hit) beruhen könnte, (b) Erreger wirksam geworden sind, aber 

nicht mehr nachweisbar sind (hit & hide) bzw. (c) vom Organismus bereits eleminiert wurden 

(hit & run). So blieben alle Bemühungen, spezifische Erreger aus der Synovialis von RA-

Patienten zu isolieren bzw. nachzuweisen, bisher erfolglos. Gleichzeitig liefert auch die 

Epidemiologie der RA keine Hinweise für das Vorliegen einer infektiösen Ursache im 

klassischen epidemiologischen Sinn. Es ist somit wenig wahrscheinlich, dass der chronische 

Entzündungsprozess bei RA durch ein einziges exogenes infektiöses Antigen verursacht 

wird. 

 

Die RA – eine Erkrankung der gestörten Immunantwort 

Es besteht die potentielle Möglichkeit, dass es sich bei der RA um eine Erkrankung handelt, 

der eine gestörte Immunantwort auf unterschiedliche Antigene zugrunde liegt. Eine solche 
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Hypothese findet ihre Analogie in der Pathogenese von Erkrankungen wie der Pneumonie 

oder der Meningitis, die trotz eines mannigfaltigen Erregerspektrums charakteristische 

Organmanifestationen aufweisen. Entsprechend eines solchen Konzeptes müssten bei der 

RA immunkompetente Zellen, wie T- und B-Zellen sowie Makrophagen, ein chrakteristisches 

Spektrum an Zytokinen exprimieren und damit den Verlauf der Immunantwort definieren. 

Zytokine von T-Zellen und Makrophagen werden in pro- und antientzündliche Zellmediatoren 

unterteilt. Zu den stärksten proentzündlichen Zytokinen zählen die Interleukine IL-1, -2, -6, 

-12 und -15, Interferon INF-γ und TNF-α. Antientzündliche Zytokine sind die Interleukine IL-4, 

-10 und -13 sowie TGF-β (Andreakos et al., 2002). Bisher durchgeführte Studien zur 

Charakterisierung der Zytokinexpression bei RA sind jedoch vieldeutig. Dabei scheint die 

ausgesprochen niedrige Expressionshöhe von T-Zellzytokinen in der Synovialis ein 

prinzipielles Problem zu sein (Chen et al., 1993). So konnte nur mittels molekularbiologischer 

Methoden der Nachweis einer IL-2 - und Interferon-γ - Produktion in der Synovialis erbracht 

und die RA als eine TH1 - assoziierte Erkrankung charakterisiert werden (Simon et al., 1994; 

Dolhain et al., 1996). Möglicherweise muss die RA konkreter als eine TH17 – assoziierte 

Erkrankung eingestuft werden, da mit den Th17-Helfer-Zellen und dem IL-17 ein Zytokin mit 

besonderer proentzündlicher Aktivität identifiziert werden konnte (Lundy er al., 2007). Eine 

zentrale Bedeutung für die Aufrechterhaltung des proentzündlichen Geschehens in der 

Synovialis kommt TNF-α zu (Deleuran et al., 1992; Maini et al., 1995; Maini, 2004; 

Schwartzman et al., 2004). Entsprechend eindrucksvoll sind die Therapieergebnisse bei RA-

Patienten mit monoklonalen Antikörpern gegen TNF-α bzw. seinen Rezeptor (Andreakos et 

al., 2002; Maini, 2004; Schwartzman et al., 2004). Offen bleibt die Frage, warum in ca. 20% 

der Fälle ein diesbezüglicher Therapieerfolg ausbleibt. Als weiteres proentzündliches Zytokin 

wird IL-1β klinisch erfolgreich unter Verwendung eines monoklonalen Antikörpers geblockt 

(Furst et al., 2003; Fleischmann et al., 2003) und IL-15 als ein vielversprechendes 

therapeutisches Zielmolekül angesehen (McInnes et al., 1996; Andreakos et al., 2002). 

Ungeachtet dessen bleibt zu hinterfragen, warum es sich bei letztgenannten 

proentzündlichen Zytokinen um Zellmediatoren handelt, die in der Synovialis bei RA 

überwiegend durch Makrophagen, nicht jedoch durch T-Zellen sezerniert werden (Kinne et 

al., 2007). Ungeklärt ist auch die Rolle der anti-entzündlichen Zytokine in der Pathogenese 

der RA: So ist IL-10 in der Synovialis bei RA in grösseren Konzentrationen nachweisbar, 

offenbar aber von untergeordneter klinischer Relevanz bezüglich der Knorpel- und 

Knochendestruktion (Isomaki et al., 1996; van Roon et al., 1996). In diesem Zusammenhang 

sind neue Erkenntnisse aus den Untersuchungen über CD25 – positive regulatorische Treg – 

Zellen zu erwarten, die IL-10 und TGF-β in grösseren Mengen produzieren und die Funktion 

der anderen T-Zell-Populationen kontrollieren (Bluestone et al., 2005; Lundy et al., 2007). 

Durch die Interaktionen der T-Zelle sowohl mit den anderen Zellen des Immunsystems als 
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auch mit anderen Zelltypen, wie den aktivierten Fibroblasten-ähnlichen Zellen, kommt der T-

Zelle eine Schlüsselrolle in der Regulation von Entzündung und Gelenkdestruktion zu (Lundy 

et al., 2007). 

Charakteristisch für die RA ist das Vorhandensein eines Rheumafaktors (RF), d.h. von 

Autoantikörpern gegen multiple Epitope des Fc-Fragmentes vom Immunoglobulin G (Mauri & 

Ehrenstein, 2007; Dörner & Burmester, 2008). Im Unterschied zum RF bei maligne 

entarteten B-Zellen ist die molekulare Heterogenität des RF bei RA sehr gross (Carson et al., 

1987; Randen et al., 1992). Dabei ist nicht endgültig geklärt, ob es sich bei den RF-positiven 

B-Zellen um vorrangig Immunoglobulin-sezernierende oder Antigen-produzierende Zellen 

handelt (Carson et al., 1991; Dörner et al., 2004). Unabhängig davon konnte gezeigt werden, 

dass die Schwere der RA mit der Anwesenheit des RF korreliert (Symmons et al., 2006). 

Neben der Antikörperproduktion sind B-Zellen auf verschiedene Weise in die Pathogenese 

der RA involviert: B-Zellen formieren gemeinsam mit T-Zellen Follikel-ähnliche Strukturen in 

den betroffenen Geweben (Stiehl 1997; Takemura et al., 2001) und stellen in den 

Spätphasen der Erkrankung die dominante Antigen-präsentierende Zelle dar (MacLennan et 

al., 1997). B-Zellen werden nicht nur durch andere Zellen über Zytokine, wie den B-cell 

activating factor der TNF-α - Familie (BAFF), CXC chemokine – Liganden CXCL12 und 

CXCL13 sowie Lymphotoxin β reguliert, sondern sind selbst über die Produktion von 

Zytokinen, wie IL-4 und –10, in die Regulation des Immunsystems involviert (Mauri & 

Ehrenstein, 2007). 

Es muss Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein, die Rolle von 

immunkompetenten Zellen in der Pathogenese der RA aufzuklären. In diesem 

Zusammenhang ist auch die Frage zu beantworten, welche pathogenetischen Mechanismen 

für die Chronifizierung des entzündlichen Geschehens bei RA relevant sind. Bezüglich des 

Prozesses der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion haben Untersuchung des 

Einflusses des Immunsystems auf Chondrozyten, Osteoblasten und Osteoklasten eine 

besondere Bedeutung. Diese Zelltypen sind nicht nur passiv dem Einfluss von Zytokinen 

ausgesetzt, sondern sie spielen selbst eine aktive Rolle beim Umbau der extrazellulären 

Matrix unter den Bedingungen eines chronisch-entzündlichen Geschehens bei RA (Müller-

Ladner et al., 2005; Neumann et al., 2005; Schett, 2007; Boyce & Xing, 2007; Otero & 

Goldring, 2007). 

 

Die RA – eine Erkrankung der gestörten Selbst-Toleranz 

Das antigene Rezeptorrepertoire von T-Zellen ist nicht genetisch festgelegt, sondern wird in 

einem komplexen Selektionsprozess erworben (Kamradt & Mitchison, 2001; Kamradt et al., 

2003). Somit können Defekte in diesem Selektionsprozess zu Störungen in der Selbst-

Toleranz des Orgnismus führen. „Verbotene“ T-Zellklone, welche spezifisch mit antigenen 
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Determinanten aus dem Knorpelgewebe und der Synovialis interagieren, könnten auf diese 

Weise das pathogenetische Geschehen bei der RA initiieren. Diese Hypothese wird dadurch 

unterstützt, dass in unterschiedlichen Maus- und Rattenlinien eine Polyarthritis durch die 

Injektion von Kollagen-Typ II induzierbar ist (Cremer et al., 1994; Erlandsson et al., 1994; 

Nabozny et al., 1996) bzw. andere Komponenten artikulärer Strukturen eine chronische 

Immunantwort hervorrufen können (Goodacre et al., 1993 ; Buzas et al., 1995). Es ist jedoch 

bisher nicht gelungen, eine entsprechend spezifische Zellaktivierung im Rezeptorrepertoire 

der lokalen T-Zellen nachzuweisen. Eine solche Zielstellung ist möglicherweise auch deshalb 

wenig realistisch, da spezifische T-Zellklone zellzahlmässig und im Vergleich zu Bystander-

T-Zellen eher klein sind (Gonzalez-Quintial et al., 1996). Ausserdem werden T-Zellklone 

häufig nur über einen sehr begrenzten Zeitraum exprimiert. Erschwerend kommt nicht nur 

das gleichzeitige Auftreten von über 100 spezifischen lokalen T-Zellklonen hinzu, sondern 

auch die Plastizität des T-Zell-Rezeptorrepertoires. Es bleibt abzuwarten, ob sich das 

Spektrum potentieller krankheitsinduzierender Autoantigene auf einige wenige einschränken 

lässt. Deren Identifizierung wäre jedoch wenig sinnvoll, sollte sich herausstellen, dass 

vielfältige Autoantigene einen gemeinsamen pathogenetischen Signaltransduktionsweg in 

der Synovialis bei RA induzieren sollten. 

 

Die RA – eine Erkrankung der unkontrollierten Zellproliferation 

Charakteristisch für die RA ist die unkontrollierte Proliferation unterschiedlicher Zelltypen, wie 

der CD4+ T-Zellen (Waase et al., 1996; Schmidt et al., 1996) und Fibroblasten-ähnlicher 

Zellen (Lafyatis et al., 1989; Gay et al., 1993; Gay, 2000; Müller-Ladner et al., 2000). Die 

Ursachen einer unkontrollierten Proliferation von immunkompetenten und Fibroblasten-

ähnlichen Zellen sind im einzelnen nicht geklärt und schliessen eine gestörte Regulation des 

Zellzyklus und der Apoptose ein (Neumann et al., 2004; Choy & Panayi, 2001; Franz et al., 

2000; Krammer et al., 1994). 

 

Proliferation immunkompetenter Zellen. 

Bei RA konnte gezeigt werden, dass nur wenige klonale Populationen von T-Zellen 

ausschliesslich in artikulären Geweben nachweisbar sind (Fitzgerald et al., 1995; Goronzy et 

al., 1994). Die meisten der CD4+, CD8+ und CD4-CD8- T-Zellklone sind gleichzeitig auch im 

peripheren Blut anzutreffen, wobei CD8+ und CD4-CD8- T-Zellklone häufig in der 

Normalbevölkerung, insbesondere im Alter nachweisbar sind (Posnett et al., 1994). Im 

Gegensatz dazu weisen RA Patienten, wie auch Patienten mit anderen 

Autoimmunerkrankungen, ein klonales Wachstum von CD4+ T-Zellen auf (Waase et al., 

1996). Die Besonderheit dieser CD4+ T-Zellklone besteht im Fehlen einer CD28 Expression 

(CD4+CD28-), ohne dass dadurch die Antigen-induzierte Stimulierbarkeit dieser Zellen 
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wesentlich beeinträchtigt ist (Park et al., 1997). Gleichzeitig weisen CD4+CD28- T-Zellen 

veränderte Proliferationseigenschaften auf und sind Apoptose-induzierenden Signalen 

gegenüber deutlich insensitiver (Jendro et al., 1995). Es ist interessant, dass der Anteil von 

CD4+CD28- T-Zellen im peripheren Blut von RA Patienten mit dem klinischen Auftreten 

extraartikulärer Manifestationen der Erkrankung, wie rheumatoider Vaskulitis und 

Rheumaknoten, korreliert. Somit vermitteln CD4+CD28 - T-Zellklone vermutlich durch eine 

inkomplette Toleranz eher die systemische Autoimmunreaktion bei RA und weniger den 

lokalen Entzündungsprozess in der Synovialis. Es muss Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein, ob es sich bei den CD4+ T-Zellen-Klonen tatsächlich um einen 

intrinsischen Proliferationsdefekt handelt, oder ob die Oligoklonalität auf eine permanente 

Induktion durch Autoantigene zurückzuführen ist (Schmidt et al., 1996; Park et al., 1997). In 

diesem Zusammenhang ist interessant, dass offensichtlich ein Polymorphismus im 

programmed death – 1 (PD-1) Gen zu einer verzögerten Eliminierung autoreaktiver T-Zellen 

führt (Lin et al., 2004). 

 

Invasives Wachstum Fibroblasten-ähnlicher Zellen. 

Die bei der RA nachweisbare hyperplastische Synovialis weist Merkmale eines 

transformierten, invasiv wachsenden Granulationsgewebes auf (Gay et al., 1993; Gay, 2000; 

Müller-Ladner et al., 2000; Neidhart et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass in den 

Frühphasen der Erkrankung histomorphologisch keine Entzündungszellen nachweisbar sind 

(Fassbender & Gay, 1988), bereits zu diesem Zeitpunkt aber Fibroblasten-ähnliche Zellen 

aus der hyperplastischen Synovialmembran in angrenzende Knorpel- und 

Knochenstrukturen eindringen (Shiozawa et al., 1983; Fassbender, 1983). Fassbender 

(1983) konnte zeigen, daß 5 - 10 % der Zellen des Pannusgewebes transformierten 

mesenchymalen Zellen ähneln. Synoviale Fibroblasten von Patienten mit RA zeigen in vitro 

dreidimensionales Wachstum (Lafyatis & Wilder, 1989), fehlende Kontaktinhibition (Yocum & 

Wilder, 1988) und invasives Wachstum in rekonstruierten Basalmembranen (Frye et al., 

1992). Dabei bestehen allerdings histopathologisch prinzipielle Unterschiede zwischen dem 

invasiven Wachstum Fibroblasten-ähnlicher Zellen bei RA und dem malignen Wachstum von 

Tumorzellen (Fassbender, 1998). Ergänzend weisen RA-ähnliche Arthropathien in 

unterschiedlichen Tiermodellen nicht auf eine primäre Beteiligung autoimmuner Prozesse 

hin: Die MRL/I-Maus entwickelt spontan eine destruierende Gelenkerkrankung, wobei an den 

Stellen der Knorpeldestruktionen transformiert erscheinende  Fibroblasten-ähnliche Zellen 

nachweisbar sind (O’Sullivan et al., 1985). c-fos transgene Mäuse entwickeln eine Antigen-

induzierte Arthritis ohne lymphozytäre Infiltrate aber mit Fibroblasten-ähnlichen Zellen an den 

Stellen der Knorpel- und Knochendefekte (Shiozawa et al., 1992). In Kenntnis dieser 

experimentellen Daten muss hinterfragt werden, ob progrediente Gelenkdestruktion und 
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autoimmune Entzündungsreaktion bei RA nicht eher als separate pathogenetische Prozesse 

in einem gemeinsamen Krankheitsgeschehen zu betrachten sind (Zvaifler & Firestein, 1994, 

Geiler et al., 1997, Müller-Ladner & Gay, 2002). Knorpel- und Knochendestruktion sind dann 

nicht ausschliesslich als ein immunologisch vermitteltes pathogenetisches Geschehen 

aufzufassen, sondern als ein T-Zell- und Makrophagen - unabhängiger Prozess, der 

seinerseits zu einer Stimulation des Immunsystems führen könnte. 

 

 

Zusammenfassend ist es zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht mögllich, aus den komplexen 

und zum Teil kontroversen experimentellen Ergebnissen und klinischen Befunden ein 

einheitliches Konzept der Pathogenese der RA zu entwickeln. Begründet liegt dies vor allem 

in der grossen klinischen und histopathologischen Heterogenität der Erkrankung und in 

einem wechselhaften Krankheitsverlauf, der sich oft  über Jahre und Jahrzehnte erstreckt. 

Darüber hinaus wird durch langjährige medikamentöse Therapien in die Krankheitsverläufe 

eingegriffen, was das Verständnis der pathogenetischen Mechanismen der RA nicht 

erleichtert. Unzureichend sind nach wie vor unsere Kenntnisse über die initialen 

Veränderungen in den betroffenen Gelenken. Dies ist u.a. begründet in einer immer noch 

verzögerten Vorstellung der Patienten beim Rheumatologen nach Erstmanifestation der 

Erkrankung, aber auch in den eingeschränkten Möglichkeiten einer frühzeitigen invasiven 

Materialgewinnung. Somit kann nur die Gesamtheit der Erkenntnisse aus experimentellen 

Arbeiten, tierphysiologischen Untersuchungen und klinischen Studien zum besseren 

Verständnis der Ätiologie und Pathogenese der RA beitragen. 
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2.2.  Proteasen und der Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion 

 

Einer der am wenigsten verstandenen Aspekte des chronisch-entzündlichen Geschehens bei 

RA sind die irreversiblen Umbauprozesse im Bindegewebe. Im Ergebnis der chronisch-

entzündlichen Veränderungen in der Synovialis kommt es in den betroffenen 

Gelenkabschnitten zu einer Zerstörung der normalen Gewebestruktur, zu fibrotischen 

Umbauten und letztlich zum Funktionsverlust der Gelenke. Die Destruktion der 

extrazellulären Matrix kann dabei sowohl mit der Proliferation von immunkompetenten 

Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten in Zusammenhang stehen, als auch das Ergebnis 

Matrix-degradierender Prozesse sein. 

Die Komponenten der extrazellulären Matrix werden vorrangig durch Proteasen 

(Endopeptidasen) gespalten. Proteasen sind entweder in Lysosomen enthalten, wo sie 

Proteine spalten, die durch Endozytose aufgenommen wurden, oder sie werden extrazellulär 

sezerniert und degradieren extrazelluläre Matrixproteine in Geweben, Gewebsflüssigkeiten 

und im Plasma. Cystein- und Aspartat-Proteasen wirken intrazellulär bei niedrigem pH-Wert, 

Serin- und Metalloproteasen sind extrazellulär bei neutralem pH aktiv. Die wichtigsten 

Proteasen, deren Beteiligung am Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA 

beschrieben wurde, sind in Abb. 1 zusammengefasst. Eine besondere Bedeutung im 

Prozess des Umbaus und der Degradation der extrazellulären Matrix haben die bei 

neutralem pH aktiven Serin- und Metalloproteasen. Die Rolle der Serinproteasen ist dabei 

vor allem eine indirekte, da diese Proteasen hauptsächlich eine regulatorische Rolle spielen 

und Bestandteil von Proteinkaskaden wie der Koagulation, der Fibrinolyse, des Komplement-

Systems und des Kinin-Systems sind (Walker & Lynas, 2001; Rakic et al., 2003; Hollenberg, 

2003; Wegner, 2003; Yousef & Diamandis, 2003). Metalloproteasen sind demgegenüber in 

der Lage, einzelne Komponenten der extrazellulären Matrix mit hoher Effizienz zu spalten 

(Woessner, 2002; Overall, 2002; Flannery, 2006). Entsprechend ihrer hohen katalytischen 

Aktivität sind Metalloproteasen auf mehreren Ebenen streng reguliert: (a) auf der Ebene der 

Genexpression, (b)  der proteolytischen Proenzymaktivierung und (c) über Wechsel-

wirkungen mit spezifischen Inhibitoren (Visse & Nagase, 2003; Stone et al., 1999; Flannery 

2006; Jones, 2006; Rengel et al., 2007). Zu den Metalloproteasen gehört die Familie der 

Matrix-Metalloprotease (MMP) sowie die Familien der ADAM (a disintegrin and 

metalloproteinase) und ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 

motif) (Flannery 2006; Jones, 2006; Burrage et al., 2006). 

Die Proteasen der MMP-Familie spalten vor allem verschiedene Kollagene und 

Kollagenspaltprodukte, aber auch andere extrazelluläre Matrixmoleküle wie Laminin, 

Fibronectin, Vitronectin (Visse & Nagase, 2003; Overall, 2002, Malemud, 2006). Gleichzeitig 

ist bekannt, dass MMP eine Vielzahl von nicht-extrazellulären Matrix-Molekülen spalten, wie 
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Precurser-Formen von Wachstumsfaktoren, Integrine und Adhäsionsmoleküle, sowie 

darüber hinaus an der Aktivierung von Rezeptoren der Wachstumsfaktoren und Zytokine 

beteiligt sind (Stamenkovic, 2003; Flannery 2006). Mit diesen Eigenschaften haben MMP 

nicht nur eine grosse Bedeutung für die Spaltung von Komponenten der extrazellulären 

Matrix, sondern auch für Zellproliferation, Zellmigration und Apoptose (Elliott & Cawston, 

2001; Bigg & Rowan, 2001; Muller-Ladner & Gay, 2002). 

MMP werden in Abhängigkeit von ihrer Substratspezifität, der Domänenstruktur und 

Sequenzhomologie in sechs Gruppen unterteilt: 

Kollagenasen sind Kollagenase 1 (MMP-1, interstitielle Kollagenase), Kollagenase 2 (MMP-

8, neutrophile Kollagenase) und Kollagenase 3 (MMP-13). Kollagenasen spalten die dreifach 

helikalen Kollage der Typen I, II und III spezifisch zwischen Gly 775 und Leu/Ile 776 in zwei  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1 Proteasen im Prozess der Degradation der extrazellulären Matrix. 

Proteasen sind entsprechend der Struktur ihres aktiven Zentrums in Familien 

eingeteilt. Cystein- und Aspartat-Proteasen wirken intrazellulär bei niedrigem pH-

Wert, Serin- und Metalloproteasen sind extrazellulär bei neutralem pH aktiv. ADAM – 

a disintegrin and metalloprotease, ADAMTS – a disintegrin and metalloprotease with 

thrombospondin motif, MMP – Matrix-Metalloprotease. 
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Fragmente mit einem ¾ grossen N-terminalen Fragment und einem ¼ grossen C-terminalen 

Fragment. Die katalytische Aktivität der Kollagenasen ist bezüglich der einzelnen Kollagen-

Typen unterschiedlich. Nach erfolgtem Aufspalten dreifach helikalen Kollagens sind die 

Kollagenspaltprodukte einer weiteren Degradation zugänglich, was den Prozess der 

Zerstörung der extrazellulären Matrix irreversibel macht (Ivaska & Heino, 2000). 

Gelatinasen sind Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9). Beide Gelatinasen 

spalten das Kollagen-Typ IV der Basalmembran und die Kollagen-Spaltprodukte (Gelatine) 

mit hoher Effizienz. Es scheint eine besondere Eigenschaft von Gelatinase A zu sein, auch 

dreifach helikales Kollagen spalten zu können (Patterson et al., 2001). Darüber hinaus spielt 

Gelatinase A möglicherweise eine wichtige Rolle in der Osteogenese (Martignetti et al., 

2001). 

Stromelysine, zu denen Stromelysin 1 (MMP-3),  Stromelysin 2 (MMP-10) und Stromelysin 3 

(MMP-11) zählen, sind für den Abbau von nicht-Kollagen-Bestandteilen der extrazellulären 

Matrix, wie Proteoglykane und Glykoproteine verantwortlich. Darüber hinaus besteht eine 

wichtige Funktion der Stromelysine in der proteolytischen Aktivierung mehrerer proMMP, 

insbesondere der Kollagenasen (Suzuki et al., 1990).  

Matrilysine umfassen Matrilysin 1 (MMP-7) und Matrilysin 2 (MMP-26, Endometase). Ihre 

Substratspezifität ist mit der der Stromelysine vergleichbar. Matrilysin 1 prozessiert eine 

Reihe von Zelloberflächenmolekülen, wie Fas-Ligand, pro-TNF-α und E-cadherin 

(Stamenkovic, 2003). 

Membran-Typ MMP (MT-MMP) bestehen aus sechs Vertretern, wobei vier MT-MMP (MT1-

MMP, MMP-14; MT2-MMP, MMP-15; MT3-MMP, MMP-16; und MT5-MMP, MMP-24) über 

eine transmembrane Domäne verfügen und zwei MT-MMP (MT4-MMP, MMP-17 und MT6-

MMP, MMP-25) einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI) - Anker aufweisen. MT-MMP 

spalten unterschiedliche Molelküle der extrazellulären Matrix und sind, MT4-MMP 

ausgenomen, zur Zellmembran-assoziierten Aktivierung von proMMP-2 befähigt. MT1-MMP 

spaltet darüber hinaus dreifach helikales Kollagen (Ohuchi et al., 1997). MT1-MMP ist 

wichtig für die postnatale Entwicklung des Skelettsystems (Holmbeck et al., 1999) und die 

Angiogenese (Pepper, 2001). 

Andere MMP schliessen insgesamt 7 MMP ein. Von diesen wird Metalloelastase (MMP-12) 

hauptsächlich in Makrophagen exprimiert und ist essentiell für deren Migration (Shipley et al., 

1996, Kinne et al., 2007). MMP-19 wurde als ein T-Zell-abhängiges Autoantigen bei RA 

Patienten identifiziert (Kolb et al., 1997). 

 

Die Metalloproteasen der ADAM-Familie zeichnen sich insbesondere durch ihre „sheddase“-

Aktivität aus. So bewirkt ADAM-17 das shedding von TNF-α und TNF-α-Rezeptoren, was die 

parakrine und endokrine Wirkung von TNF-α ermöglicht (Böhm et al., 2001; Huovila et al., 
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2005). Zur Familie der ADAMTS zählen mit den Prokollagen-N-Propeptidasen ADAMTS-2, -

3 und -14 Proteasen, die den N-Terminus der Prokollagene I, II und III spalten. Grosse 

Bedeutung für die Spaltung des Aggrecans, des dominierenden Proteoglycanmoleküls des 

hyalinen Knorpels, haben die ADAMTS mit Glutamyl-Endopeptidase-Aktivität, ADAMTS-1, -

4, -5, -8, -9 und -15 (Nagase & Kashiwagi, 2003; Jones, 2006). Insbesondere ADAMTS-4 

und -5 haben nicht nur eine hohe Aggecanase-Aktivität, sondern weisen auch eine breite 

proteolytische Aktivität gegenüber unterschiedliche Komponenten der extrazellulären Matrix 

(Versican, Brevican, Decorin, Fibromodulin, COMP) auf. ADAMTS-13 hat eine besondere 

Funktion, indem diese ADAMTS die von Willebrand Faktor – spaltende Protease darstellt 

(Jones, 2006). 

 

Unser Wissen über extrazellulär wirkende Proteasen hat sich in den zurückliegenden 15 

Jahren durch die Entdeckung neuer Proteasen erheblich erweitert. Das ermöglicht zum 

einen, diejenigen Proteasen zu identifizieren, die für die spezifische Destruktion der 

extrazellulären Matrix bei umschriebenen Erkrankungen, wie der RA, verantwortlich sind. 

Zum anderen haben Proteasen eine entscheidende Bedeutung für die Regulation der 

Prozesse der limitierten Proteolyse und für die Aktivierung von Zytokinen und deren 

Rezeptoren. Damit werden sich unsere Erkenntnisse nicht nur bezüglich der Mechanismen 

der Knorpel- und Knochendestruktion deutlich erweitern, sondern auch bezüglich der 

Regulation akuter und chronischer entzündlicher Prozesse. Das wiederum birgt ein 

erhebliches Potential für innovative Therapieansätze, u.a. bei destruierenden 

Gelenkerkrankungen wie der RA. 
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2.3.  Kollagenase 3 – eine Matrix-Metalloprotease mit besonderen Eigenschaften 

 

Kollagenase 3 (MMP-13) ist die dritte derzeit bekannte humane Kollagenase und weist im 

Vergleich zu den beiden anderen Kollagenasen, Kollagenase 1 (MMP-1) und Kollagenase 2 

(MMP-8), Besonderheiten auf, die für ihre Rolle in der Pathogenese der RA von Relevanz 

sind. 

 

Kollagenase 3, erstmals von Freije et al. (1994) aus Mammakarzinomgewebe kloniert, hat im 

Vergleich der Aminosäuresequenzen zwischen Kollagenasen verschiedener Spezies die 

höchste Sequenzhomologie mit 86% zu den Kollagenasen der Ratte und Maus und besitzt 

nur eine ca. 50%ige Homologie zu den humanen Kollagenasen 1 und 2. Entsprechend 

dieser Sequenzhomologie sind auch die katalytischen Eigenschaften von Kollagenase 3 eher 

vergleichbar mit denen der Nagerkollagenasen. Von der Ratten- und Mauskollagenase ist 

bekannt, das diese Proteasen alle drei Kollagen-Typen I, II und III mit vergleichbarer 

Effizienz spalten (Welgus et al., 1983). Dagegen spalten humane Kollagenase 1 und 2 nur 

die Kollagen-Typen III bzw. I mit jeweils hoher Effizienz und haben gegenüber Kollagen-Typ 

II, den Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels, nur eine sehr geringe katalytische 

Aktivität (Hasty et al., 1987). Darüber hinaus ist Kollagenase 3 zur effizienten Spaltung 

weiterer Kollagen-Typen des hyalinen Knorpels, der Kollagen-Typen IX und X, befähigt 

(Knäuper et al., 1997; Danfelter et al., 2007). Ausserdem spaltet Kollagenase 3 Aggrecan 

(Fosang et al., 1996), Kollagen-Typ IV, den Hauptkollagenbestandteil der Basalmembran, 

und denaturierte Kollagene (Gelatine) mit hoher Effizienz (Knäuper et al., 1996 und 1997). 

Damit ist Kollagenase 3 eine hochpotente extrazelluläre Protease mit einer breiten 

Substratspezifität. 

 

Als weitere Besonderheit von Kollagenase 3 konnte eine Expression dieser MMP in adulten 

menschlichen Geweben bisher nur unter pathologischen Bedingungen gezeigt werden. So 

gelang der Nachweis von Kollagenase 3 in unterschiedlichen malignen Tumoren (Heppner et 

al., 1996; Uria et al., 1997; Johansson et al., 1999a, Cazorla et al., 1998; Uria et al., 1998; 

Airola et al., 1999; Pendas et al., 2000, Elnemr et al., 2003; Hattori et al., 2003), in 

chronischen Wunden (Vaalamo et al., 1997, 1998), bei Periodontitis (Hernandez et al., 

2007), bei Erkrankungen der Kornea (Li et al., 2003), bei chronischen Gefässprozessen, wie 

der Arteriosklerose (Sukhova et al., 1999; Yoon et al., 2002) und beim Aortenaneurysma 

(Mao et al., 1999). In artikulären Geweben wurde Kollagenase 3 im Knorpelgewebe bei 

Osteoarthrithis (OA) (Reboul et al., 1996, Mitchell et al., 1996, Shlopov et al., 1997, 

Moldovan et al., 1997, Kozaci et al., 1997) und in der Synovialis bei RA (Wernicke et al., 

1996, Stahle-Bäckdahl et al., 1997, Lindy et al., 1997, Tetlow & Woolley, 1998, Konttinen et 
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al., 1999a, 1999b) gefunden. Unter physiologischen Bedingungen konnte eine Expression 

von Kollagenase 3 bislang nur während der Embryogenese des Knochengewebes in 

Osteoblasten und hyperthrophen Chondrozyten (Johansson et al., 1997b, Stahle-Bäckdahl 

et al., 1997) gezeigt werden. In keinem der bisher untersuchten normalen adulten Gewebe, 

einschließlich der normalen Synovialis (Wernicke et al., 1996, Konttinen et al., 1999b) sowie 

gutartiger Tumoren (Freije et al., 1994), war eine Expression von Kollagenase 3 

nachweisbar. 

 

Die Analyse der genomischen Sequenz von Kollagenase 3 und ihrer Promoterstruktur 

weisen auf eine weitere Besonderheit von Kollagenase 3 im Vergleich zu anderen MMP hin. 

Bezüglich der genomischen Lokalisation bildet Kollagenase 3 zusammen mit sieben anderen 

MMP, Kollagenase 1 und 2, Stromelysin 1 und 2, Matrilysin 1, Metalloelastase und 

Enamelysin, ein Cluster (Pendas et al., 2000). Wie bei den meisten MMP beinhaltet die 

Promoter-Sequenz von Kollagenase 3 eine TATA-Box (TATAAA) und ein AP-1 Element 

(TGACTCA). Letztere vermittelt die Bindung von Proteinen der Fos- und Jun-Familie 

(Samuel et al., 2007). Darüber hinaus verfügt Kollagenase 3 jedoch nur über ein PEA-3 

Motiv (TAGGAAGT), welches die Bindung von Oncoproteinen der Ets-Familie vermittelt, und 

drei HRE Elemente (AGGA/TCA). Der geringe GC-Gehalt und der hohe Anteil an CpG/GpC-

Dinukleotiden lassen vermuten, dass Kollagenase 3 kein permanent exprimiertes sondern 

eher ein kurzfristig anschaltbares Gen ist (Pendas et al., 1997). In Übereinstimmung damit 

konnte im proximalen MMP-13-Promoter ein negatives Regulationselement mit der 

Sequenzfolge AGRE nachgewiesen werden, welches die konstitutive Expression von 

Kollagenase 3 supprimiert und bisher in keiner weiteren Promoterregion von MMP-Genen 

nachgewiesen werden konnte (Benderdour et al., 2002). Der biologische Sinn einer eher 

kurzfristigen Aktivierung von Kollagenase 3 ist in dem hohen katalytischen Potential dieser 

Protease zu sehen, das auf eine solche Weise streng kontrolliert wird. Interessanterweise 

hat die Promoter-Sequenz von Kollagenase 3 ein OSE-2 Element (CAAACCACA), welches 

den Transkriptionsfaktor Cbfa I bindet und über die Regulation von Genen, die spezifisch in 

Osteoblasten exprimiert werden, die Knochenbildung beeinflusst (Jimenez et al., 1999). 

 

In tierexperimentellen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Expression der konstitutiv 

aktiven Kollagenase 3 in transgenen Mäusen zu einer exzessiven Spaltung des Kollagen-

Typs II führt und mit erosiven Knorpelveränderungen verbunden ist (Neuhold et al., 2001). 

Der Transkriptionsfaktor p53, der als Tumorsuppressor in synovialen Fibroblasten bei RA 

überexprimiert ist, unterdrückt die Kollagenase 3 – Transkription (Sun et al., 2000). 

Entsprechend ist im Kollagen-induzierten Arthritismodell in p53-/- DBA/1 Mäusen sowohl eine 
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höhere Kollagenase 3 – Expression als auch eine schwerere Arthritis nachweisbar 

(Yamanishi et al., 2002). 

 

Die genannten  Besonderheiten charakterisieren Kollagenase 3 als eine MMP, die 

möglicherweise für die Prozesse der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion von 

grosser Bedeutung ist. Die Rolle von Kollagenase 3 im Prozeß der Knorpel- und 

Knochendestruktion wurde bisher vor allem bei der OA näher untersucht. Bei Patienten mit 

OA kommt es zu einer deutlichen Stimulation der Expression von Kollagenase 3 in 

Chondrozyten (Reboul et al., 1996; Borden et al., 1996). Dabei konnte eine Kollagenase 3 

Expression im osteoarthritischen Knorpel überwiegend in den tieferen Gewebsschichten des 

Knorpels nachgewiesen werden (Moldovan et al., 1997; Fernandes et al., 1998, Freemont et 

al., 1999). Genexpression und Proteinsynthese von Kollagenase 3 sind in primären 

Chondrozyten durch proentzündliche Zellmediatoren, wie TNF-α und Il-1β, stimulierbar. 

Dabei werden unterschiedliche Signaltransduktionswege über die Aktivierung von p38, 

ERK1/2 und JNK MAP Kinasen bedient (Shlopov et al., 1997 und 1999; Mengshol et al. 

2000; Liacini et al., 2003; Ohno et al., 2006; Im et al., 2007; Muddasani et al., 2007). 

 

Weniger untersucht ist die Rolle von Kollagenase 3 im Prozess der progredienten Knorpel- 

und Knochendestruktion bei RA. Dies ist Gegenstand der nachfolgend referierten Arbeiten. 
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3.  Problemstellung 
 

Anliegen der Forschungsarbeiten ist es, einen Beitrag zum besseren Verständnis der 

Pathogenese der RA, insbesondere des Prozesses der progredienten Knorpel- und 

Knochendestruktion zu leisten. Trotz neuer und hochwirksamer immunsuppressiver 

Therapieformen besteht ein klinisches Hauptproblem bei der Behandlung der RA in einem 

nach wie vor unbefriedigenden Therapieerfolg der progredienten Gelenkdestruktion, welche 

letztlich zum Funktionsverlust der Gelenke und zu Invalidität führen. Entsprechend gross ist 

die sozial-ökonomische Relevanz dieses Problems. In Deutschland sind etwa 0.5 – 0.8% der 

erwachsenen Bevölkerung (ca. 600 000 Personen) von einer RA betroffen. Drei Viertel der 

Patienten haben deutliche bis schwere Funktionseinschränkungen der Gelenke. Mit 

regelmäßiger Hilfebedürftigkeit ist bei einem Drittel, mit Pflegebedürftigkeit bei einem 

Sechstel dieser Patienten zu rechnen. 

Die bisher nur unbefriedigenden diagnostischen und therapeutischen Möglichkeiten bei der 

Behandlung der RA basieren auf einer nach wie vor unverstandenen Ätiologie und einer 

grossen klinischen Heterogenität der Erkrankung. Um neue Ansatzpunkte für die 

Behandlung der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA zu finden, wurde in der 

vorliegenden Arbeit nach Proteasen gesucht, die im Krankheitsgeschehen der RA bisher 

nicht beschrieben wurden. Im Mittelpunkt des Interesses standen dabei MMP, die in der 

Lage sind, unterschiedliche Komponenten der extrazellulären Matrix mit hoher Effizienz zu 

spalten. Mittels Homologiescreening mit degenerierten Primern gegen konservierte 

Genabschnitte der MMP Familie wurde in der Synovialis von RA Patienten nach MMP 

gesucht, deren Beteiligung am Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA bisher 

nicht bekannt war. Auf diese Weise wurde in der chronisch-entzündliche Synovialis ein cDNA 

Fragment mit Sequenzhomologie zu Kollagenase 3 (MMP-13) identifiziert. 

 

Weiterführend wurden folgende Fragestellungen untersucht: 

1. Klonierung von Kollagenase 3 aus der  Synovialis von Patienten mit RA. 

2. Charakterisierung der mRNA Expression von Kollagenase 3 und anderer MMP in der 

Synovialis und an der Synovialis-Knorpel-Grenze. 

3. Untersuchung der Zelltyp-spezifischen mRNA Expression von Kollagenase 3 in der 

Synovialis von RA Patienten mittels in situ Hybridisierung in Kombination mit dem 

immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen Antigenen. 

4. Untersuchung der Regulation der mRNA Expression von Kollagenase 3 im Vergleich zu 

Kollagenase 1 in primären synovialen Fibroblasten (SF) - Kulturen von Patienten mit RA. 
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5. Analyse des Einflusses einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix auf die Expression von 

Kollagenase 3 in SF Kulturen. 

6. Untersuchung der mRNA Expression von Kollagenase 3 in Zell-Knorpel-Implantaten nach 

Koimplantation von SF mit normalem humanem Knorpel in NOD/SCID-Mäuse. 

7. Analyse der mRNA Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis in einer Kohorte von 

RA Patienten in Bezug auf klinische, paraklinische und histopathologische Parameter. 

 

Die eigenen Forschungsergebnisse zu diesen Fragestellungen werden nachfolgend in Form 

einer Monographie mit Originalarbeiten vorgestellt und diskutiert. 
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4.    Ergebnisse 
 

4.1. Nachweis der Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis bei Rheumatoider Arthritis 

 

 

Entsprechend der Zielstellung der vorliegenden Arbeit wurde in der Synovialis von Patienten 

mit RA nach MMP gesucht, deren Beteiligung am Prozess der Korpel- und 

Knochendestruktion bei dieser chronisch-entzündlichen Bindegewebserkrankung bisher nicht 

bekannt war. Mittels PCR mit degenerierten Primern gegen konservierte Genabschnitte in 

der Propeptid-Region (PRGXPD) und in der katalytischen Domäne (HEXGHXXG) von 

Proteasen der MMP Genfamilie wurde ein cDNA Fragment von 418 bp Länge mit Homologie 

zu MMP Genen in der Synovialis eines Patienten mit schwerer destruierender RA 

identifiziert. Dieses cDNA Fragment mit 86% Homologie zur Kollagenase der Ratte und 

Maus wurde verwendet, um nach der von Frohmann et al. (1988) beschriebenen Methode 

der RACE (Rapid amplification of cDNA ends) die vollständige cDNA-Sequenz von 

Kollagenase 3 zu klonieren. In der Northern blot-Analyse wurden zwei Transkripte von 2.0 

und 2.8 kb Länge in der Synovialis von mehreren Patienten mit RA nachgewiesen, nicht 

jedoch bei Patienten ohne chronisch-entzündliche und destruierende Gelenkerkrankungen. 

Ausserdem war keine Expression von Kollagenase 3 mRNA in verschiedenen normalen 

menschlichen Geweben nachweisbar. Da von MMP bekannt ist, dass ihre Expression streng 

reguliert wird und gewebs- bzw. krankheitsspezifisch erfolgt, liessen diese Ergebnisse eine 

Beteiligung von Kollagenase 3 in der Pathogenese der Korpel- und Knochendestruktion bei 

RA vermuten.  

 

Weiterführend wurde die mRNA Expression von Kollagenase 3 im Vergleich zu zwei anderen 

MMP, Kollagenase 1 (MMP-1) und Stromelysin 1 (MMP-3) bei 7 Patienten mit RA 

untersucht. Im Unterschied zu Kollagenase 1 und Stromelysin 1, deren mRNA Expression in 

der Synovialis bei allen Patienten nachweisbar war, konnte eine Expression von 

Kollagenase 3 mRNA nur bei 3 dieser Patienten gezeigt werden. Auffällig war, dass bei 

Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression die Expressionshöhe von Kollagenase 1 und 

Stromelysin 1 mRNA geringer war als bei Patienten ohne Kollagenase 3 mRNA Expression. 

Diese Ergebnisse sind ein erster Hinweis darauf, dass sich die Regulation der Kollagenase 3 

Expression von der Regulation der beiden anderen MMP unterscheidet. Des weiteren lassen 

die Untersuchungen zur Sequenzhomologie vermuten, dass die katalytische Aktivität von 

Kollagenase 3 eine andere ist als die von Kollagenase 1 und Kollagenase 2 (MMP-8): Die 

Sequenzhomologie von Kollagenase 3 zu diesen beiden humanen Kollagenasen beträgt ca.
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50%, zur Kollagenase der Ratte und Maus hingegen 86%. Interessanterweise ist für die 

Kollagenase der Ratte und Maus eine hohe katalytische Aktivität gegenüber unterschiedliche 

extrazelluläre Komponenten beschrieben worden, insbesondere auch gegenüber Kollagen-

Typ II, den Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels. Dagegen spalten humane 

Kollagenase 1 und 2 vor allem die Kollagen-Typen I bzw. III mit hoher Effizienz. 
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Rheumatol. 23 ( 4 ): 590-595, 1996. 
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4.2. Nachweis der Expression von Kollagenase 3 mRNA in Fibroblasten-ähnlichen Zellen 

und Analyse ihrer Regulation in synovialen Fibroblastenkulturen 

 

 

Das pathogenetische Substrat der RA ist die chronisch entzündliche und hyperplastische 

Synovialmembran, welche durch infiltratives Wachstum das angrenzende Knorpel- und 

Knochengewebe zerstört. Dabei kommt es sowohl zu einer Proliferation von Fibroblasten-

ähnlichen Zellen, als auch zur Infiltration der Synovialis mit mononukleären Zellen. Um die 

Rolle von Kollagenase 3 in der Pathogenese der RA zu untersuchen, wurde die Expression 

von Kollagenase 3 mRNA in der Synovialis mittels in situ Hybridisierung mit dem 

immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen Antigenen kombiniert. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass eine diffuse Expression von 

Kollagenase 3 mRNA sowohl im synovialen lining als auch im sublining nachweisbar ist. Die 

Untersuchung von Präparaten der Synovialis-Knorpel-Grenze zeigt eine Expression von 

Kollagenase 3 mRNA unmittelbar an den Stellen der Knorpelerosionen. Bei der 

Charakterisierung der Zelltyp-spezifischen Expression von Kollagenase 3 ist deren mRNA 

fast ausschliesslich in Fibroblasten-ähnlichen Zellen der Synovialis lokalisiert. Nur weniger 

als 5% der CD 68 – positiven Makrophagen und vereinzelte Endothelzellen weisen eine 

Expression von Kollagenase 3 mRNA auf. CD 45 – positive Leukozyten zeigen keine mRNA 

Expression von Kollagenase 3. 

Ausgehend von der Erkenntnis, dass Kollagenase 3 fast ausschliesslich in Fibroblasten-

ähnlichen Zellen der Synovialis exprimiert wird, wurden SF Kulturen etabliert, um die 

Regulation von Kollagenase 3 im Vergleich zu Kollagenase 1 zu untersuchen. In 4 von 10 SF 

Kulturen  konnte eine basale Expression von Kollagenase 3 mRNA nachgewiesen werden, 

wohingegen alle Zellkulturen eine deutliche basale Expression von Kollagenase 1 mRNA 

zeigten. Diese Ergebnisse stehen in Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass in der 

Synovialis von RA Patienten Kollagenase 1 mRNA bei allen, Kollagenase 3 mRNA jedoch 

nur bei einem Teil der Patienten exprimiert wird (siehe Abschnitt 4.1.). 

Die beiden proentzündlichen Zytokine TNF-α und IL-1β stimulieren in SF sowohl die mRNA 

Expression von Kollagenase 3 als auch von Kollagenase 1. Im Unterschied dazu wird nur die 

Expression von Kollagenase 3 mRNA über eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-

Konzentration und eine Aktivierung des Proteinkinase A Signaltransduktionsweges stimuliert. 

Gleichzeitig stimuliert PMA, ein direkter Aktivator von Proteinkinase C, die mRNA Expression 

von Kollagenase 1, nicht jedoch Kollagenase 3 mRNA. 

Der stimulierende Effekt der proentzündlichen Zytokine TNF-α bzw. IL-1β auf die mRNA 

Expression von Kollagenase 3 über eine Aktivierung des Proteinkinase A 

Signaltransduktionsweges ist spezifisch für SF und konnte nicht für primäre 
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Hautfibroblastenkulturen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wird die mRNA Expression 

von Kollagenase 1 durch TNF-α bzw. IL-1β über eine Aktivierung des Proteinkinase C 

Signaltransduktionsweges sowohl in SF als auch in Hautfibroblasten stimuliert. 

Somit wird bei RA Kollagenase 3 mRNA fast ausschliesslich in Fibroblasten-ähnlichen Zellen 

der Synovialis exprimiert. Die Expression von Kollagenase 3 und Kollagenase 1 mRNA ist 

durch die beiden proentzündlichen Zytokine TNF-α und IL-1β stimulierbar. Darüber hinaus ist 

eine deutliche Erhöhung der Expression von Kollagenase 3 mRNA über eine Aktivierung des 

Proteinkinase A Signaltransduktionsweges spezifisch für die Regulation von Kollagenase 3  

in SF. 
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Gay S., Stiehl P., Gromnica-Ihle E., Wernicke D., Characterization of collagenase 3 (MMP-
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arthritis. Arthritis & Rheum. 42 (7): 1517-1527, 1999. 
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4.3. Stimulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten durch Zell-Matrix- 

Wechselwirkungen 

 

 

Die Expression von MMP wird sowohl durch humorale Faktoren, wie Zytokine, als auch über 

Zell-Matrix-Wechselwirkungen, z.B. via Integrin-Rezeptoren, reguliert. Um den Einfluss von 

Zell-Matrix-Wechselwirkungen auf die Expression von Kollagenase 3 in SF zu untersuchen, 

wurden SF in einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix kultiviert. Die Expression von 

Kollagenase 3 wurde auf mRNA- und Proteinebene mittels Northern – bzw. Western Blot - 

Analyse untersucht und mit der Expression von Kollagenase 1 verglichen. Eine Kultivierung 

von SF in einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix führt zu einer deutlichen Stimulation der 

Expression von Kollagenase 3 mRNA, die den stimulierenden Effekt der proentzündlichen 

Zytokine TNF-α bzw. IL-1β um eine Grössenordnung übersteigt. Im Gegensatz dazu kommt 

es zu keiner Stimulation der Kollagenase 3 mRNA Expression, wenn SF auf einer Kollagen-

beschichteten Oberfläche kultiviert werden. Im Unterschied zu Kollagenase 3 mRNA wird die 

Expression von Kollagenase 1 mRNA durch die Kultivierung von SF in einer 

dreidimensionalen Kollagen-Matrix bzw. durch proentzündliche Zytokine (TNF-α oder IL-1β) 

in vergleichbarer Weise stimuliert. Die Erhöhung der mRNA Expression von Kollagenase 1 

und 3 geht mit einer Erhöhung der Proteinsekretion beider Kollagenasen in das 

Zellkulturmedium einher, wobei beide Kollagenasen als Zymogene sezerniert werden. Somit 

wird in SF die Expression von Kollagenase 3, im Unterschied zu Kollagenase 1, stärker 

durch den Kontakt mit einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix stimuliert als durch 

proentzündliche Zytokine. 

 

Um zu untersuchen, ob die Expression von Kollagenase 3 mRNA in SF durch den Kontakt 

mit Knorpelgewebe induzierbar ist, wurden SF von RA Patienten mit gesundem humanem 

Knorpel subkutan in immundefiziente NOD/SCID Mäuse koimplantiert. Nach 60 Tagen 

wurden die Zell-Knorpel-Implantate entnommen, histopathologisch begutachtet und mittels in 

situ Hybridisierung auf eine Expression von Kollagenase 1 und 3 untersucht. Nach dieser 

Inkubationszeit kommt es zu einer deutlichen Infiltration des koimplantierten Knorpels durch 

SF, die mit einer hochgradigen Destruktion des Knorpelgewebes einhergeht. Mittels in situ 

Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass eine mRNA Expression von Kollagenase 3 

sowohl an der Oberfläche als auch in den Erosionsstellen des koimplantierten 

Knorpelgewebes nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu konnte in den Zell-Knorpel-

Implantaten keine Expression von Kollagenase 1 mRNA beobachtet werden. Dieses 

Ergebnis ist überraschend, da Kollagenase 1 in allen SF Kulturen eine deutliche basale 

Expression aufwies, welche sich darüber hinaus bei Kultivierung der Zellen in einer 
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dreidimensionalen Kollagen-Matrix deutlich erhöhte. Somit ist die Expression von 

Kollagenase 3 in synovialen Fibroblasten nicht nur durch die Kultivierung dieser Zellen in 

einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix stimulierbar, sondern auch über den Kontakt mit 

normalem Knorpelgewebe. Da nach einer Inkubationszeit von 60 Tagen Kollagenase 3 

mRNA, nicht jedoch Kollagenase 1 mRNA, in den synovialen Fibroblasten der Zell-Knorpel-

Implantate nachweisbar war, ist zu vermuten, dass in dem hier untersuchten in vivo Modell 

der Knorpeldestruktion die Destruktion des Knorpelgewebes massgeblich durch 

Kollagenase 3 verursacht wird. Darüber hinaus beschreibt die Induktion der Expression von 

Kollagenase 3 mRNA in synovialen Fibroblasten nach Koimplantation mit Knorpelgewebe in 

immundefiziente NOD/SCID-Mäuse einen pathogenetischen Mechanismus der 

Knorpeldestruktion, der unabhängig vom unmittelbaren Einfluss zellulärer bzw. humoraler 

Komponenten des Immunsystems zur Gelenkdestruktion bei RA beitragen kann. 
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arthritis by contact with a three-dimensional collagen matrix or with normal cartilage when 

coimplanted in NOD/SCID mice. Arthritis & Rheum. 46 (1): 64-74, 2002. 
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4.4. Vergleichende Untersuchungen der mRNA Expression von Kollagenase 3, MT1-MMP 

und Gelatinase A in der Synovialis bei Rheumatoider Arthritis 

 

 

MMP werden als Zymogene sezerniert und extrazellulär durch andere Proteasen, 

insbesondere aus den Familien der Serinproteasen und der MMP, aktiviert. Von besonderem 

Interesse für die Herausbildung eines invasiven Phänotyps bei transformierten und malignen 

Zellen ist eine Zellmembran-assoziierte Aktivierung von MMP durch membrangebundene 

MMP (MT-MMP). 

In vitro konnte gezeigt werden, daß Prokollagenase 3 durch zwei andere MMP, Membran-

Typ 1 MMP (MT1-MMP, MMP-14) und Gelatinase A (MMP-2), an der Zelloberfläche aktiviert 

werden kann. Um die potenzielle Relevanz dieser Aktivierungsmechanismen von 

Prokollagenase 3 für die progrediente Knorpel- und Knochendestruktion bei RA zu 

analysieren, wurde die Verteilung der mRNA Expression von Kollagenase 3, MT1-MMP und 

Gelatinase A in Synovialispräparaten von 36 Patienten mit RA und in 7 Synovialispräparaten 

von Patienten ohne chronisch-entzündliche, destruierende Gelenkerkrankungen untersucht. 

In 19 von 21 RA Patienten (90%) mit Kollagenase 3 mRNA Expression war eine 

Koexpression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in der Synovialis nachweisbar. 

Dagegen wiesen nur 2 von 7 Patienten ohne chronisch-entzündliche, destruierende 

Gelenkerkrankung eine Koexpression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA auf. Darüber 

hinaus wurde Kollagenase 3 mRNA nicht nur zeitgleich mit MT1-MMP und Gelatinase A in 

der Synovialis exprimiert, sondern auch in gleicher Lokalisation. So war eine mRNA 

Expression von allen drei MMP insbesondere an den Stellen der Knorpelerosionen 

nachweisbar. 

Zur Analyse der Zelltyp-spezifischen Expression von MT1-MMP und Gelatinase A wurde die 

in situ Hybridisierung dieser beiden MMP mit dem immunhistochemischen Nachweis von 

Zelltyp-spezifischen Antigenen kombiniert. Unter Verwendung dieser Methode konnte eine 

deutliche Expression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in Fibroblasten-ähnlichen 

Zellen der Synovialis nachgewiesen werden. In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen 

wird MT1-MMP und Gelatinase A mRNA durch SF an den Erosionsstellen von Zell-Knorpel-

Implantaten in immundefizienten NOD/SCID Mäusen exprimiert. Eine Expression von MT1-

MMP mRNA war darüber hinaus in Endothelzellen und in vereinzelten CD 68 – positiven 

Makrophagen nachweisbar, nicht jedoch in CD 45 – positiven Leukocyten. Gelatinase A 

mRNA wird ausserdem in wenigen CD 45 – positiven Leukocyten und CD 68 – positiven 

Makrophagen exprimiert, nicht jedoch in Endothelzellen. 
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Somit wird Kollagenase 3 mRNA zeitgleich mit MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in 

Fibroblasten-ähnlichen Zellen der Synovialis und an der Synovialis-Knorpel-Grenze bei RA 

exprimiert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Fibroblasten-ähnlichen Zellen durch die 

gleichzeitige Expression mehrerer MMP über ein hohes proteolytisches Potenzial gegenüber 

unterschiedliche Komponenten der extrazellulären Matrix verfügen. Zum anderen kann eine 

Zellmembran-assoziierte Aktivierung von Kollagenase 3 durch MT1-MMP und Gelatinase A 

zur Herausbildung eines invasiven Phänotyps von Fibroblasten-ähnlichen Zellen gegenüber 

dem angrenzenden Knorpelgewebe beitragen. 
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4.5. Kollagenase 3 – ein potentieller Marker der Rheumatoiden Arthritis 

 

 

Die RA ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung mit grosser Heterogenität 

bezüglich Krankheitsmuster, Ansprechbarkeit auf therapeutische Maßnahmen (internistische 

und chirurgische) und Prognose der Erkrankung. Die klinische Heterogenität ist mit einer 

Vielzahl histopathologischer Veränderungen in der Synovialis der betroffenen Gelenke 

verbunden. Diese klinische und histopathologische Heterogenität der Erkrankung, verbunden 

mit unzureichenden Kenntnissen über Ätiologie und relevante pathogenetische 

Mechanismen, führte bisher zu nicht befriedigenden Behandlungsergebnissen von RA 

Patienten, insbesondere bezüglich des Aufhaltens der progedienten Knorpeldestruktion. 

Letztere bestimmt massgeblich das klinische Endstadium der Erkrankung, welches durch 

den Funktionsverlust der Gelenke bis hin zur Invalidität gekennzeichnet ist. Verlässliche 

prognostische Marker der Erkrankung, insbesondere bezüglich der Knorpel- und 

Knochendestruktion, stehen derzeit nicht zur Verfügung, sind aber entscheidend für eine 

frühzeitig einsetzende adäquate medikamentöse Therapie und die Rechtfertigung einer 

solchen in Anbetracht der zu erwartenden Nebenwirkungen. 

 

Es wurden 36 Patienten mit gesicherter Diagnose einer RA in Übereinstimmung mit den 

Diagnosekriterien des American College of Rheumatology untersucht. Bei den in die 

Untersuchungen einbezogenen Patienten war ein rheumachirgurgischer Eingriff zur 

Entfernung der entzündlichen und hyperplastischen Synovialis (Synovektomie) in jeweils 

einem der Handgelenke erforderlich, um ein Fortschreiten der Gelenkdestruktion aufzuhalten 

und um die Beweglichkeit des Gelenkes zu verbessern. Das chirurgisch entfernte Material 

wurde sowohl histopathologisch begutachtet als auch zur Präparation von mRNA verwendet. 

Die Patienten wurden in der Rheumaklinik Berlin-Buch internistisch betreut und in der 

Orthopädischen Klinik des Helios Klinikums Berlin-Buch operiert. 

 

Die mRNA Expression von Kollagenase 3 wurde in den Synovialispräparaten von allen 36 

Patienten mittels Northern Blot Analyse untersucht. Dabei wiesen nur 21 der Patienten (58%) 

eine mRNA Expression von Kollagenase 3 auf - im Unterschied zu zwei anderen MMP 

(Kollagenase 1, Stromelysin 1) welche in den Synovialispräparaten von allen Patienten 

nachweisbar waren. 

 

Paraklinisch hatten Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis 

signifikant erhöhte systemische Entzündungsmarker BSG (p<0.05) und CRP (p<0.005), 

wohingegen keine Unterschiede zwischen den Patientengruppen bezüglich des 
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Differenzialblutbildes und des RF bestanden. Entsprechend der höheren systemischen 

Entzündungsaktivität bei Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis 

wurden diese häufiger mit Prednisolon behandelt. Ausserdem erhielten zum Zeitpunkt der 

Synovektomie 15 Patienten (71%) mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis 

mindestens 5 mg/ml Prednisolon im Vergleich zu 7 Patienten (47%) ohne Kollagenase 3 

mRNA Expression. Die Therapie mit disease modifying drugs (DMARD) wurde bei den 

Patienten als Monotherapie durchgeführt. DMARD wurden in folgender Reihenfolge - 

entsprechend ihrer Wirksamkeit - verordnet bzw. gewechselt: Chloroquin, Sulfasalazin, 

Methotrexat, Gold-Natriumthiomalat und Azathioprin. Es zeigte sich, dass Patienten mit 

Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis häufiger mit DMARD behandelt wurden. 

Darüber hinaus mussten diese öfter wegen Ineffektivität gewechselt werden. Somit wurden 

Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis aggressiver medikamentös 

behandelt und zeigten eine schlechtere Ansprechbarkeit auf medikamentöse Therapien.  

 

Der Grad der Knorpel- und Knochendestruktion wurde radiologisch mittels Larsen-Index 

bestimmt, indem Röntgenaufnahmen der Hände, Handgelenke und Vorfüße ausgewertet 

wurden. Dabei liess sich kein signifikanter Unterschied im Grad der Knorpel- und 

Knochendestruktion zwischen beiden Patientengruppen nachweisen. Es war jedoch auffällig, 

dass in der Patientengruppe mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis 

5 Patienten (24%) einen Krankheitsverlauf von weniger als 2 Jahren hatten, wogegen in der 

Patientengruppe ohne Kollagenase 3 mRNA Expression nur ein Patient (7%) weniger als 

2 Jahre an RA erkrankt war. Ausserdem hatten in der Patientengruppe mit Kollagenase 3 

mRNA Expression in der Synovialis 6 Patienten (29%) vorangegangene rheumachirurgische 

Eingriffe im Gegensatz zu nur 2 Patienten (14%) in der Patientengruppe ohne Kollagenase 3 

mRNA Expression. Somit wurden Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der 

Synovialis zu einem früheren Zeitpunkt rheumachirurgischen Eingriffen zugeführt, was mit 

einem schwereren Krankheitsverlauf und/oder mit einer geringeren Ansprechbarkeit auf 

medikamentöse Therapien erklärbar ist. 

 

Die histopathologische Begutachtung der Synovialispräparate erfolgte nach der 

histologischen Klassifikation der Synovialitis bei RA nach Stiehl (1997). Es zeigte sich, dass 

alle Synovialispräparate von Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression ausgeprägte 

Infiltrationen durch Makrophagen und Lymphozyten aufwiesen. Darüber hinaus zeigten alle 

diese Synovialispräparate von Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression weitere 

histopathologische Merkmale, die für einen histologischen Typ II der Synovialitis 

kennzeichnend sind. Für diesen histologischen Synovialitis-Typ ist ein invasives und 

destruierendes Wachstum der chronisch-entzündlichen Synovialis in angrenzende Knochen- 
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und Knorpelstrukturen charakteristisch. Weiterführend konnte in den vorliegenden Arbeiten 

gezeicht werden, dass der histopathologische Typ II der Synovialitis nicht nur mit der 

Expression von Kollagenase 3 mRNA korreliert, sondern auch mit dem Gehalt am 

Kollagenspaltprodukt Pyridinolin in der Synovialis. 

 

Diese Ergebnisse sind ein Hinweis dafür, dass Kollagenase 3 im Gegensatz zu anderen 

MMP sowohl als klinischer wie auch histopathologischer Marker der RA geeignet sein 

könnte. Kollagenase 3 ist dabei vor allem aus zwei Gründen von Interesse: Zum einen 

könnte Kollagenase 3 in Anbetracht ihrer spezifischen Regulation empfindlicher als andere 

Parameter den schubartigen Krankheitsverlauf der RA widerspiegeln. Zum anderen könnte 

Kollagenase 3, entsprechend ihrer Substratspezifität und breiten katalytischen Aktivität, 

besser als andere Proteasen mit dem Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion 

korrelieren. 
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5.    Diskussion 
 

5.1. Kollagenase 3 – biochemische Eigenschaften und Besonderheiten im Expressionsprofil 

 

Das klinische Bild der RA, die Ansprechbarkeit der Patienten auf medikamentöse Therapien, 

der Verlauf der Erkrankung sowie die Histopathologie der Synovialitis sind gekennzeichnet 

durch eine hohe Heterogenität (Firestein, 1994; Pincus, 1995; Pincus et al., 1997; Ruschpler 

& Stiehl, 2002). Diese Heterogenität der RA sowie  die lückenhaften Kenntnisse über die 

Ätiologie und die relevanten pathogenetischen Mechanismen der Gelenkdestruktion 

erschweren nachhaltig eine adäquate Behandlung der Erkrankung. 

Die progrediente Gelenkdestruktion wird massgeblich durch MMP verursacht, einer Familie 

von Zink-abhängigen Proteasen, die mit hoher Effizienz die meisten Komponenten der 

extrazellulären Matrix spalten (Visse & Nagase, 2003; Overall, 2002). Bei der RA sind 

folgende MMP in die Destruktion artikulärer Strukturen involviert: (a) Kollagenasen: 

Kollagenase 1 (MMP-1) (Gravallese et al., 1991; MacNaul et al., 1990; Wolfe et al., 1993), 

Kollagenase 2 (MMP-8) (Hanemaaijer et al., 1997) und Kollagenase 3 (MMP-13) (Wernicke 

et al., 1996; Tetlow & Woolley, 1998), (b) Gelatinasen: Gelatinase A  (MMP-2) (Hembry et 

al., 1995) und Gelatinase B (MMP-9) (Tetlow et al., 1993), (c) Stromelysine: Stromelysin 1 

(MMP-3) (Gravallese et al., 1991; Walakovits et al., 1992) und Matrilysin (MMP-7) (Hembry 

et al., 1995) und (d) MT1-MMP ( MMP-14) (Ohuchi et al., 1997). 

Kollagenase 3 ist für den Prozess der Knorpel- und Kochendestruktion von besonderem 

Interesse: (1) Zum einen spaltet Kollagenase 3 dreifach-helikale Kollagene mit hoher 

Effizienz, wobei im Vergleich zu den beiden anderen bekannten Kollagenasen eine deutlich 

höhere katalytische Aktivität gegenüber dem Kollagen-Typ II, dem Hauptkollagenbestandteil 

des hyalinen Knorpels, besteht (Knäuper et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Billinghurst et al., 

1997). Kollagenase 1 spaltet den Kollagen-Typ III 10-fach effizienter als den Kollagen-Typ I, 

wohingegen Kollagenase 2 den Kollagen-Typ I 7-fach effizienter katalysiert als den Kollagen-

Typ III. Kollagen-Typ II wird von Kollagenase 2 nur mit einer Effizienz von 40% ihrer 

Kollagen-Typ I – Aktivität katalysiert und von Kollagenase 1 lediglich mit 0.2% der Kollagen-

Typ III – Aktivität (Hasty et al., 1987). Die Aminosäuresequenz von Kollagenase 3 weist die 

höchste Sequenzhomologie mit 86% zur Ratten- und Mauskollagenase auf, gefolgt von 

Kollagenase 2 mit nur 50.2%. Von der Ratten- und Mauskollagenase ist bekannt, das diese 

Proteasen alle drei helikalen Kollagen-Typen I, II und III mit vergleichbarer Effizienz spalten 

(Welgus et al., 1983). Kollagenase 3 hat somit nicht nur in ihrer Primärstruktur eine hohe 

Homologie zur Ratten- und Mauskollagenase, sondern auch ähnliche katalytische 

Eigenschaften. Neben einer effektiven Spaltung von Kollagen-Typ II ist Kollagenase 3 zur 

effizienten Spaltung weiterer Kollagen-Typen des hyalinen Knorpels, der Kollagen-Typen IX 
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und X, befähigt (Knäuper et al., 1997; Danfelter et al., 2007). Ausserdem spaltet Kollagenase 

3 Aggrecan (Fosang et al., 1996), Kollagen-Typ IV, den Hauptkollagenbestandteil der 

Basalmembran, und denaturierte Kollagene (Gelatine) (Knäuper et al., 1996; Knäuper et al., 

1997). Damit ist Kollagenase 3 eine hochpotente extrazelluläre Protease mit einer breiten 

Substratspezifität. 

(2) Als weitere Besonderheit im Vergleich zu anderen MMP wurde eine Expression von 

Kollagenase 3 in adulten menschlichen Geweben bisher nur unter pathologischen 

Bedingungen nachgewiesen: in malignen Tumoren (Pendas et al., 2000), wie 

Mammakarzinomen (Freije et al., 1994, Heppner et al., 1996, Uria et al., 1997), 

Squamosazellkarzinomen (Johansson et al., 1997a, Airola et al., 1997, Cazorla et al., 1998), 

Chondrosarkomen (Uria et al., 1998) und malignen Melanomen (Airola et al., 1999), in 

chronischen Wunden, wie bei Ulcus cruris (Vaalamo et al., 1997, 1998), bei Arteriosklerose 

(Sukhova et al., 1999; Yoon et al., 2002) und in Aortenaneurysmen (Mao et al., 1999). In 

artikulären Geweben wurde Kollagenase 3 im Knorpelgewebe bei Osteoarthrithis (Reboul et 

al., 1996, Mitchell et al., 1996, Shlopov et al., 1997, Moldovan et al., 1997, Kozaci et al., 

1997) und in der Synovialis bei RA (Wernicke et al., 1996, Stahle-Bäckdahl et al., 1997, 

Lindy et al., 1997, Tetlow & Woolley, 1998, Konttinen et al., 1999a, 1999b) gefunden. Die 

vollständige cDNA von Kollagenase 3 wurde erstmals aus Mammakarzinomgewebe kloniert 

(Freije et al. (1994). Die identische cDNA Sequnez von Kollagenase 3 wurde nachfolgend 

aus der Synovialis von RA Patienten, wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben (Wernicke 

et al., 1996), und aus einer Il-1α stimulierten Organkultur von humanem Knorpelgewebe 

(Mitchell et al., 1996) isoliert. Unter physiologischen Bedingungen konnte eine Expression 

von Kollagenase 3 bislang nur während der Embryogenese des Knochengewebes 

(Johansson et al., 1997b, Stahle-Bäckdahl et al., 1997) gefunden werden. In keinem der 

bisher untersuchten normalen adulten Gewebe, einschließlich der normalen Synovialis 

(Wernicke et al., 1996, Konttinen et al., 1999b) sowie gutartiger Tumoren (Freije et al., 1994), 

war eine Expression von Kollagenase 3 nachweisbar. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das mRNA Expressionsmuster von Kollagenase 3 in der 

Synovialis von RA Patienten im Vergleich zu Kollagenase 1 und Stromelysin 1 untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass eine mRNA Expression von Kollagenase 3 nur bei 21 von 36 (58%) 

Patienten nachweisbar war, wohingegen  Kollagenase 1 und Stromelysin 1 mRNA in der 

Synovialis von allen Patienten gefunden wurde (Wernicke et al., 1996; Schulze Westhoff et 

al., 1999). Diese Beobachtung wurde durch Tetlow & Woolley (1998) bestätigt, die 

immunhistochemisch eine Kollagenase 3 Produktion in nur 7 von 28 Synovialpräparaten 

nachweisen konnten. Dagegen haben sowohl Lindy et al. (1997) als auch Konttinen et al. 

(1999a) immunhistochemisch eine Kollagenase 3 Produktion in allen untersuchten 
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Synovialpräparaten gezeigt. Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Stahle-

Bäckdahl et al. (1997), die in der Synovialis bei RA nur im ektopischen Knorpelgewebe eine 

Kollagenase 3 mRNA Expression nachweisen konnten. Gründe für diese Unterschiede im 

Expressionsprofil könnten die eher geringen Fallzahl bzw. die Heterogenität der Erkrankung 

sein. 

Die gleichzeitige Expression von Kollagenase 3, Kollagenase 1 und Stromelysin 1 in der 

Synovialis bei RA, aber auch im Knorpelgewebe bei OA (Mitchell et al., 1996; Borden et al., 

1996), stellt eine Besonderheit dar, da eine gleichzeitige Expression von mehreren MMP in 

einem Gewebe eher selten beschrieben wurde. Eine solche Beobachtung wurde nur bei 

einigen malignen Erkrankungen gemacht (Pajouh et al., 1991; Kossakowska et al., 1993). 

Durch die zeitgleiche Expression mehrerer MMP erhöht sich das extrazelluläre proteolytische 

Potential erheblich: Zum einen wird durch die hohe  Substratspezifität individueller MMP 

gegenüber einzelnen Komponenten der extrazellulären Matrix eine hohe katalytische 

Effizienz erreicht. Zum anderen sind MMP in der Lage, sich durch limitierte Proteolyse unter 

Abspaltung eines Propeptides gegenseitig zu aktivieren, wie für die Aktivierung von 

Prokollagnase 1 und Prokollagenase 3 durch Stromelysin 1 gezeigt (Knäuper et al., 1997; 

Suzuki et al., 1990). Im Ergebnis dessen weist die Synovialis bei RA ein ausgesprochen 

hohes proteolytisches Potential gegenüber angrenzende Knorpel- und Knochenstrukturen 

auf. 

 

 

5.2. Regulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten 

 

Wie bereits diskutiert, konnte eine Expression von Kollagenase 3 mRNA in der Synovialis 

nur bei einem Teil der RA Patienten nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang 

konnte auch gezeigt werden, dass bei zeitgleicher Expression von Kollagenase 1 und 3 die 

Expressionshöhe von Kollagenase 1 mRNA niedriger ist als in denjenigen Fällen, in denen 

Kollagenase 1 nicht mit Kollagenase 3 koexprimiert wird (Wernicke et al., 1996). Das ist ein 

erster Hinweis darauf, dass in der Synovialis bei RA die Genexpression von Kollagenase 1 

und 3 unterschiedlich reguliert wird. Um diese Besonderheiten in der Genregulation von 

Kollagenase 3 näher zu analysieren, wurde mit der Identifizierung derjenigen Zelltypen 

begonnen, die Kollagenase 3 in der Synovialis exprimieren. Da Kollagenase 3 extrazellulär 

sezerniert wird, wurde der Nachweis von Kollagenase 3 mRNA mittels in situ Hybridisierung 

mit dem immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen Antigenen kombiniert 

(Kriegsmann et al., 1994). So konnte unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers 

(mAB) D7-Fib gezeigt werden, dass Kollagenase 3 mRNA in Fibroblasten-ähnlichen Zellen 

der Synovialis exprimiert wird (Petrow et al., 2002). Die Untersuchungsergebnisse zeigen 
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weiter, dass Kollagenase 3 mRNA nur in einigen wenigen CD68-positiven Makrophagen 

nachweisbar ist, nicht jedoch in CD45-positiven Leukozyten und in Endothelzellen (Schulze 

Westhoff et al., 1999; Petrow et al., 2002). Somit wird Kollagenase 3 fast ausschliesslich in 

Fibroblasten-ähnlichen Zellen der Synovialis exprimiert. Dabei ist die Expression eher diffus 

über die gesamte Synovialis verteilt und nicht vorrangig im Bereich der Deckzellen lokalisiert, 

wie für Kollagenase 1 gezeigt (Petrow et al., 2002). Diese Ergebnisse wurden durch die 

Untersuchungen von Lindy et al. (1998) und Konttinen et al. (1999a) bestätigt. Lindy et al. 

(1998) haben auf Proteinebene, Konttinen et al. (1999a) auf Protein- und mRNA-Ebene 

gezeigt, dass Kollagenase 3 sowohl in Fibroblasten-ähnlichen Zellen, als auch in 

Markophagen und Endothelzellen exprimiert wird. Letztere Ergebnisse sind kritisch zu 

bewerten, da der immunhistochemische Nachweis von Kollagenase 3 als extrazellulär 

sezernierte Protease nur bedingte Rückschlüsse auf die Zelltyp-spezifische Sekretion 

erlaubt. 

 

Ausgehend von einer Expression von Kollagenase 3 vor allem in Fibroblasten-ähnlichen 

Zellen der Synovialis wurde die Genregulation von Kollagenase 3 im Vergleich zu 

Kollagenase 1 in primären SF Kulturen untersucht. Dazu wurden SF Kulturen aus der 

Synovialflüssigkeit von Patienten mit RA etabliert (Schulze Westhoff et al., 1999). Eine 

basale Expression von Kollagenase 3 mRNA konnte dabei in 4 von 10 SF Kulturen 

nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu wiesen alle SF Kulturen eine basale Expression 

von Kollagenase 1 mRNA auf. Im Unterschied zu Kollagenase 1 (DiBattista et al., 1994; 

Case et al., 1990) konnte die mRNA Expression von Kollagenase 3 über eine Erhöhung der 

intrazellulären cAMP Konzentration via Aktivierung des Proteinkinase A 

Signaltransduktionsweges stimuliert werden. Phorbolester, starke Stimulatoren der 

Genexpression von Kollagenase 1 über eine Aktivierung des Proteinkinase C 

Signaltransduktionsweges, haben keinen Einfluss auf die mRNA Expression von 

Kollagenase 3 in SF (Schulze Westhoff et al., 1999) und in Chondrozyten (Borden et al., 

1996), induzieren die Kollagenase 3 Expression aber in transformierten Zelllinien, wie der 

synovialen Sarkomzelllinie SW 982 (Schulze Westhoff et al., 1999), der 

Chondrosarkomzelllinie SW 1353 (Cowell et al., 1998) und in immortalisierten embryonalen 

Fibroblasten KMS-6 (Uria et al., 1997). Somit bestehen prinzipielle Unterschiede in der 

Regulation der Genexpression von Kollagenase 3 und 1 in SF, wie in Kenntnis einer 

unterschiedlichen Promoterstruktur beider Gene zu erwarten ist (Pendas et al., 1997; Tardif 

et al., 1997). Weiterführende Untersuchungen sind erforderlich, um die Signal-

transduktionswege von Kollagenase 3 in SF zu analysieren. Aus bisherigen Untersuchungen 

an Chondrozyten ist bekannt, dass unterschiedliche MAP Kinasen die Expression von 



Diskussion 

 

99

Kollagenase 3 regulieren (Shlopov et al., 1997 und 1999; Mengshol et al. 2000; Liacini et al., 

2003; Ohno et al., 2006; Im et al., 2007; Muddasani et al., 2007). 

 

 

5.3. Regulation der Kollagenase 3 Expression in synovialen Fibroblasten durch Zell-Matrix-

Wechselwirkungen 

 

Die unterschiedliche Regulation der Genexpression von Kollagenase 1 und 3 in SF Kulturen 

lässt auf eine unterschiedliche Beteiligung beider Kollagenasen im Prozess der Knorpel- und 

Knochendestruktion bei RA schliessen. Um diese Fragestellung weiterführend zu 

untersuchen, wurde der Einfluss einer dreidimensionalen Kollagenmatrix auf die Expression 

von Kollagenase 3 analysiert. Von primären Hautfibroblastenkulturen ist bekannt, dass eine 

Stimulation der Expression von Kollagenase 3 durch den Kontakt mit einer drei-

dimensionalen Kollagenmatrix erfolgen kann, nicht jedoch durch zweidimensionales 

Wachstum auf einer Kollagen-beschichteten Oberfläche (Vaalamo et al., 1997). 

Entsprechend wurden die SF Kulturen in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix kultiviert. 

Die Kultivierung von SF in einer solchen Kollagenmatrix führte zu einer deutlichen Erhöhung 

der Expression von Kollagenase 3 mRNA, die den stimulierenden Effekt der 

proentzündlichen Zytokine TNF-α bzw. IL-1β um eine Grössenordnung übertraf. Im 

Gegensatz dazu kommt es zu keiner Veränderung der Kollagenase 3 mRNA Expression, 

wenn SF auf einer Kollagen-beschichteten Oberfläche kultiviert werden. Im Unterschied zu 

Kollagenase 3 wird die Expression von Kollagenase 1 mRNA durch die Kultivierung von SF 

in einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix bzw. durch TNF-α oder IL-1β in vergleichbarer 

Weise stimuliert (Wernicke et al., 2002). Die Veränderungen in der Expression von 

Kollagnase 1 und 3 mRNA in SF korrelieren mit der Höhe von Kollagenase 1 - und 

Kollagenase 3 - Antigen im Kulturüberstand, wobei beide Kollagenasen als nicht-aktive 

Proenzyme im Zellkulturmedium nachweisbar waren. Dieses Ergebniss entspricht der 

Beobachtung, dass MMP vordergründig auf Transkriptionsebene reguliert sind (Visse & 

Nagase, 2003). Die durchgeführten zellbiologischen Experimente zeigen somit, dass in SF 

Kollagenase 1 und 3 unterschiedlich reguliert werden, wobei Kollagenase 3 insbesondere 

über Zell-Matrix-Interaktionen stimuliert wird. 

Es war Gegenstand weiterer Untersuchungen, die relevanten Signaltransduktionswege für 

Zell-Matrix-Wechselwirkungen näher zu analysieren. Bezüglich einer Integrin-vermittelten 

Regulation von Kollagenasen konnte gezeigt werden, dass α1β1 und α1β2 Integrine essentiell 

für die Kollagen-abhängige Stimulation der mRNA Expression von Kollagenase 3 in 

Hautfibroblasten sind (Ravanti et al., 1999). Das lässt vermuten, dass Kollagen-Rezeptoren 

vom Integrin-Typ, wie α1β1, α2β1, α10β1 und α11β1, in die Kollagen-abhängige Stimulation der 
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mRNA Expression von Kollagenase 3 in SF involviert sind (Langholz et al., 1995; Riikonen et 

al., 1995; Lehnert et al., 1999; Camper et al., 1998). In diesem Zusammenhang wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Rolle der Integrin-Bindungsmotive RGD und LDV für die Regulation 

der Expression von Kollagenase 3 in SF untersucht (Wernicke et al., 2002). Es ist bekannt, 

dass diese Sequenzmotive in unterschiedlichen Molekülen der extrazellulären Matrix, wie 

Fibronectin, Vitronectin und Kollagenspaltprodukten, die Bindung an Integrine vermitteln 

(Ivaska & Heino, 2000; Zeller et al., 1998; Tselepis et al., 1997). SF von Patienten mit RA 

binden an Fibronectin über die Integrine αv und α5β1, was mit einer gleichzeitigen 

Erniedrigung der Expression von Kollagenase 1 verbunden ist (Sarkissian & Lafyatis, 1999). 

In SF kooperieren die Signalmotive RGD und LDV im Fibronectin bei der Regulation von 

Kollagenase 1, Stromelysin 1 und Gelatinase B über die entsprechenden Integrine α5β1 bzw. 

α4β1 (Huhtala et al.,1995). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 

Peptide RGD bzw. LDV keinen Einfluß auf die Stimulation der Expression von Kollagenase 3 

durch eine dreidimensionale Kollagen-Matrix haben. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß 

Intergine, welche das RGD- bzw. LDV-Motiv erkennen, nicht an der Kollagen-abhängigen 

Regulation der Expression von Kollagenase 3 in SF bei RA beteiligt sind. 

Die obigen Beobachtungen unterstützen das Konzept einer stufenweisen Integrin-

vermittelten Spaltung des Kollagens – ein Konzept, welches auch für den Prozess der 

Knorpel- und Knochendestruktion bei RA relevant sein könnte (Ivaska & Heino, 2000). In 

einem ersten Schritt wird über die Bindung von nativen Kollagenen an Kollagenrezeptoren 

vom Integrin-Typ die Produktion von Kollagenasen in der Zelle induziert, die zu einer 

Spaltung der dreifach-helikalen Kollagene führt. In einem zweitem Schritt induzieren die so 

entstandenen Kollagenspaltprodukte über die Präsentation des RGD-Motivs die Stimulation 

der Expression u.a. von Gelatinasen und vermitteln damit die endgültige Spaltung der 

Kollagene. Es muss Gegenstand weiterführender Arbeiten sein, die Bedeutung dieser 

Mechanismen der Kollagenspaltung für die Pathogenese der Knorpel- und 

Knochendestruktion bei RA zu prüfen. 

 

In Kenntnis der grossen Relevanz von Zell-Matrix-Wechselwirkungen für die Regulation der 

Expression von Kollagenase 3 in SF wurde der Einfluss der extrazellulären Matrix des 

nativen Knorpels auf die Expression von Kollagenase 3 in SF untersucht und mit der 

Expression von Kollagenase 1 verglichen. Untersuchungen mittels in situ Hybridisierung von 

Kollagenase 3 mRNA an der Synovialis-Knorpel-Grenzschicht von RA Patienten haben 

gezeigt, dass Kollgenase 3 mRNA unmittlelbar an den Stellen der Knorpelerosionen 

exprimiert wird, weniger jedoch in den nicht unmittelbar an den Knorpel angrenzenden 

Synovialisabschnitten (Schulze Westhoff et al., 1999; Petrow et al., 2002). Diese 

Beobachtung wurde durch Konttinen et al. (1999a) mittels immunhistochemischer 
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Untersuchungen bestätigt. Somit scheint natives Knorpelgewebe Einfluss auf die Expression 

von Kollagenase 3 in SF zu haben. 

Experimentell lassen sich die Prozesse an der Synovialis-Knorpel-Grenzschicht in einem in 

vivo Modell der Knorpeldestruktion untersuchen, indem Synovialisgewebe bzw. SF in 

direktem Kontakt mit nativem humanem Knorpelgewebe subkutan bzw. unter die 

Nierenkapsel in immundefiziente NOD/SCID Mäuse koimplantiert werden (Geiler et al., 1994; 

Müller-Ladner et al., 1996). Entsprechend führte die subkutane Koimplantation von SF mit 

normalem Knorpel in  NOD/SCID Mäuse zu einem invasiven Wachstum der SF in das 

angrenzende Knorpelgewebe, verbunden mit einer deutlichen Stimulation der mRNA 

Expression von Kollagenase 3 in SF unmittelbar an den Erosionsstellen der Zell-Knorpel-

Implantate (Wernicke et al., 2002). Da NOD/SCID Mäuse über keine immunkompetenten 

Zellen und damit über keine proentzündlichen Zytokine verfügen, kann dieser stimulierende 

Effekt auf die Kollagenase 3 Expression nicht auf Zytokin-vermittelte 

Signaltransduktionswege zurückgeführt werden. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen 

ist die Expression von Kollagenase 3 in SF sowohl in der Monolayerkultur als auch bei 

Kultivierung in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix nur schwach durch die 

proentzündlichen Zytokine TNF-α und IL-1β stimulierbar (Schulze Westhoff et al., 1999; 

Wernicke et al., 2002). 

Weiterführend wurde der Einfluss des normalen Knorpelgewebes auf die Expression von 

Kollagenase 1 und 3 miteinander verglichen. Interessanterweise konnte 60 Tage nach 

Implantation der Zell-Knorpel-Implantate in den NOD/SCID Mäusen keine mRNA Expression 

von Kollagenase 1 in den SF nachgewiesen werden, obwohl alle verwendeten SF Kulturen 

eine deutliche basale Expression dieser MMP aufwiesen. Somit zeigen SF bei RA nicht nur 

eine unterschiedliche Regulation von Kollagenase 3 und 1 mRNA in der Zellkultur, sondern 

auch, wenn SF in engem Kontakt mit nativem Knorpel kultiviert werden. Da NOD/SCID 

Mäuse über keine immunkompetenten Zellen und damit über keine proentzündlichen 

Zytokine verfügen, scheint die Stimulation der Expression von Kollagenase 1 im Unterschied 

zu Kollagenase 3 an eine permanente Aktivierung der SF durch proentzündliche 

Zellmediatoren und/oder die Wechslwirkung mit immunkompetenten Zellen gebunden zu 

sein. Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass TNF-α und IL-1β einen starken 

stimulierenden Effekt auf die Kollagenase 1 Expression haben, insbesondere auch in 

chronisch-entzündlichen artikulären Geweben (Schulze Westhoff et al., 1999; Wernicke et 

al., 1996; Konttinen et al., 1999a; McCachren, 1991). 

Im Unterschied zu Kollagenase 1, konnte 60 Tage nach Implantation der Zell-Knorpel-

Implantate in NOD/SCID Mäuse eine deutliche Expression von Kollagenase 3 mRNA in den 

das Knorpelgewebe infiltrierenden SF nachgewiesen werden. Vermutlich hat Kollagenase 3 

einen erheblichen Anteil am Prozess der Knorpeldestruktion in diesen Zell-Knorpel-
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Implantaten. Interessanterweise weist Kollagenase 3 eine Besonderheit in der Regulation 

der Transkription auf: In der 3’ nicht-translatierten Region des Kollagenase 3 - Gens sind 

mehrere Stop-Codons vorhanden, infolgedessen mehrere Kollagenase 3 Transkripte 

synthetisiert werden (Freije et al., 1994; Wernicke et al., 1996; Reboul et al., 1996). Neben 

zwei hauptsächlichen Transkripten von 2,5 und 3,0 kb Länge ist ein drittes Transkript von 

2,0/2,2 kb Länge nachweisbar. Transkripte weiterer Längen werden infolge alternativen 

splicings und durch Deletionen gebildet (Tardif et al., 2003). Interessanterweise 

unterscheiden sich die durch alternatives splicing bzw. Deletionen entstandenen Transkripte 

ausschliesslich in ihrer Hemopexin-ähnlichen Domäne. Diese Domäne ist für die Spaltung 

der dreifach-helikalen Kollagene notwendig und hat vermutlich keine Bedeutung für die 

Spaltung anderer Komponenten der extrazellulären Matrix. (Knäuper et al., 1997). 

Möglicherweise führt die Synthese unterschiedlicher Kollagenase 3 – Transkripte zu 

alternativen Proteinen mit unterschiedlicher Substratspezifität. Darüber hinaus ist eine lange 

3’ nicht-translatierte Region mit mehreren Stop-Codons eine Besonderheit in der Regulation 

von Genen, wie sie in transformierten und malignen Zellen gefunden wird. In diesem 

Zusammenhang ist bemerkenswert, dass die Expression von Kollagenase 3 in adulten 

menschlichen Geweben bisher nur unter pathologischen Bedingungen nachweisbar war - bei 

malignen Prozessen und chronisch-entzündlichen Veränderungen (Cazorla et al., 1998; Uria 

et al., 1998; Airola et al., 1999; Vaalamo et al., 1998; Sukhova et al., 1999; Mao et al., 1999; 

Elnemr et al., 2003; Hattori et al., 2003; Hernandez et al., 2007). Berücksichtigt man die 

breite Substratspezifität von Kollagenase 3, so ist zu vermuten, dass Kollagenase 3 eher von 

Zellen exprimiert wird, welche einen gewissen Grad an unkontrollierter Proliferation bzw. 

Transformiertheit aufweisen, wie es auch bei den invasiv wachsenden Fibroblasten-

ähnlichen Zellen der Synovialis bei RA der Fall zu sein scheint. Weiterführende 

Untersuchungen werden diesbezüglich Aufschluss geben. 

 

 

5.4. Zeitgleiche Expression von Kollagenase 3, MT-1 MMP und Gelatinase A an der 

Synovialis-Knorpel-Grenze 

 

MMP werden als Zymogene sezerniert und extrazellulär durch andere Proteasen 

(Serinproteasen, MMP) aktiviert. Von besonderem Interesse für die Herausbildung eines 

invasiven Phänotyps bei transformierten und malignen Zellen ist eine Zellmembran-

assoziierte Aktivierung von MMP durch membrangebundene MMP. In vitro konnte gezeigt 

werden, dass Prokollagenase 3 direkt durch MT1-MMP oder indirekt über Gelatinase A an 

der Zelloberfläche aktivert werden kann (Stronglin et al., 1995, Will et al., 1996). Um die 

potenzielle Relevanz dieser Aktivierungsmechanismen von Prokollagenase 3 für die 
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progrediente Knorpel- und Knochendestruktion bei RA zu analysieren, wurde die Verteilung 

der mRNA Expression von Kollagenase 3, MT1-MMP und Gelatinase A in 

Synovialispräparaten von 36 Patienten mit RA und in 7 Synovialispräparaten von Patienten 

ohne chronisch-entzündliche und destruierende Gelenkerkrankungen untersucht. In 19 von 

21 Synovialispräparaten (90%) von RA Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression war 

gleichzeitig eine Koexpression von MT1-MMP und Gelatinase A mRNA nachweisbar. 

Ausserdem konnte gezeigt werden, dass die mRNA von Kollagenase 3 nicht nur zeitgleich 

mit MT1-MMP und Gelatinase A mRNA in der Synovialis exprimiert wird. Mittels in situ 

Hybridisierung wurde nachgewiesen, dass eine Expression von allen drei MMP 

insbesondere an den Stellen der Knorpelerosionen erfolgt, wobei nicht nur Kollagenase 3, 

sondern auch MT1-MMP und Gelatinase A überwiegend durch Fibroblasten-ähnliche Zellen 

exprimiert werden (Petrow et al., 2002). Diese Untersuchungsergebnisse an humanen 

Präparaten der Synovialis-Knorpel-Grenze konnten an Zell-Knorpel-Implantaten in 

NOD/SCID Mäusen bestätigt werden (Wernicke et al., 2002). Die Ergebnisse lassen 

vermuten, dass bei RA Fibroblasten-ähnliche Zellen durch die gleichzeitige Expression 

mehrerer MMP über ein hohes proteolytisches Potenzial gegenüber unterschiedliche 

Komponenten der extrazellulären Matrix verfügen. Zum anderen kann eine Zellmembran-

assoziierte Aktivierung von Kollagenase 3 durch MT1-MMP und Gelatinase A zur 

Herausbildung eines invasiven Phänotyps von Fibroblasten-ähnlichen Zellen gegenüber dem 

angrenzenden Knorpelgewebe beitragen (Knäuper et al., 1997). 

 

 

5.5. Kollagenase 3 – ein potentieller klinischer und histopathologischer Marker der 

Rheumatoiden Arthritis 

 

Kollagenase 3 mRNA ist in der hier untersuchten Kohorte von 36 Patienten mit RA nur bei 21 

Patienten in der Synovialis nachweisbar war. Hierin unterscheidet sich Kollagenase 3 von 

anderen MMP wie Kollagenase 1 und Stromelysin 1, die bei allen RA Patienten sowohl in der 

Synovialis als auch in der Synovialflüssigkeit und im Serum nachgewiesen wurden 

(Gravallese et al., 1991; Wernicke et al., 1996; Tetlow & Woolley, 1998). Mit dieser 

Besonderheit stellt Kollagenase 3 einen potentiellen Marker der RA, insbesondere des 

Prozesses der Knorpel- und Knochendestruktion, dar. 

Bisher etablierte Marker der Erkrankung spiegeln das komplexe Geschehen von chronischer 

Entzündung und progredienter Gelenkdestruktion nur unvollständig wider. Als paraklinische 

Parameter dienen CRP und BSG vordergründig der Beurteilung der systemischen 

entzündlichen Aktivität.  Der Nachweis  von  RF  der  IgM-  und  IgA-Immunglobulin-Klassen  
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haben insbesondere bei zeitgleichem Auftreten eine hohe Spezifität bei der 

Frühmanifestation der RA, wobei der Nachweis von RF-Ablagerungen in der Synovialis 

Immunkomplex-vermittelte pathogenetische Prozesse sehr wahrscheinlich macht (Feist et 

al., 2007). Der Nachweis von Antikörpern gegen zyklische citrullinierte Peptide (CCP) haben 

zu einer deutlichen Verbesserung der Sensitivität und Spezifität insbesondere bei der 

Frühdiagnostik der RA beigetragen. Eine pathogenetische Bedeutung ist für die Anti-CCP-

Antikörper bisher jedoch nicht bewiesen worden. Ausserdem konnte bisher keine Korrelation 

zwischen Anti-CCP-Antikörper-Titer und Krankheitsaktivität der RA nachgewiesen werden, 

was diesen Antikörper nicht als Verlaufparameter der RA favorisiert (Feist ei al., 2007). 

Vielversprechend sind dagegen Untersuchungen über citrulliniertes Vimentin (Vossenaar et 

al., 2004) und mutiertes citrulliniertes Vimentin (MCV) (Bang et al., 2007), die 

möglicherweise in ihrer Titerhöhe mit der Krankheitsaktivität bei RA korrelieren. Anti-RA33-

Antikörper gelten als ein aussagefähiger serologischer Marker mit hoher diagnostischer 

Spezifität bei seronegativer RA, jedoch ohne nachweislichen Bezug zum Prozess der 

Knorpel- und Knochendestruktion (Nell et al., 2005). Offen ist, ob die Serumkonzentration 

von E-selectin mit der Schwere der RA korreliert und Bedeutung für die Knorpel- und 

Knochendestruktion besitzt (Egerer et al., 2003). Dagegen scheint der frühzeitige Nachweis 

vom IgA-RF (Lindqvist et al., 2005) und von citrulliniertem Fibrin und Fillagrin eine prädiktive 

Bedeutung für die radiologische Progression bei RA zu haben (Feist et al., 2007). 

Auf der Suche nach Markern für die Knorpel- und Knochendestruktion kommen, wie soeben 

diskutiert, nicht nur Proteine in Frage, die mit der Aktivierung des Immunsystems in 

Zusammenhang stehen. Es stellen sowohl Spaltprodukte der extrazellulären Matrix als auch 

Proteasen potentielle Marker des Prozesses der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA 

dar. Klinische Marker für frühzeitige destruierende Knorpel- und Knochenveränderungen 

sollten bereits nachweisbar sein, wenn röntgenologisch oder mittels anderer bildgebender 

Verfahren noch keine Knorpel- und Knochenveränderungen sichtbar sind. Es ist deshalb zu 

hinterfragen, ob Marker des Knochenmetabolismus, wie osteocalcin, bone sialoprotein oder 

Telopeptide des Kollagens als frühzeitige Marker destruierender Prozesse bei RA geeignet 

sein können (Garnero et al., 1999; Wollheim, 1999 & 2000). Anders verhält es sich 

möglicherweise mit Markern des Knorpelmetabolismus, wie Aggrecan-Spaltprodukte (Frisbie 

et al., 1999; Fosang et al., 2003), Chondrocalcin (Nelson et al., 1998), Cartilage oligomeric 

matrix protein (COMP) (Mansson et al., 1997; Lindqvist et al., 1997; Joosten et al., 1999; 

Skoumal et al., 2003; Christgau & Cloos, 2004), bzw. Pyridinolin (Kaufmann et al., 2003). 

Von den genannten Spalt- bzw. Syntheseprodukten der extrazellulären Matrix stellen COMP 

einen vielversprechenden Marker dar, der sich sowohl in der Synovialflüssigkeit als auch im 

Serum nachweisen lassen (den Broeder et al., 2002). 
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Untersuchungen über Proteasen haben gezeigt, dass die Serumspiegel der beiden MMP 

Kollagenase 1 (MMP-1) und Stromelysin 1 (MMP-3) einen erosiven Verlauf bei RA 

vorhersagen (Green et al., 2003; Cunnane et al., 2001). Dabei korreliert der Serumspiegel 

von Stromelysin 1 gut mit der Höhe des CRP-Wertes (Keyszer et al., 1999; So et al., 1999) 

und kann als Verlaufsparameter einer TNF-α - Blocker - Therapie dienen (Christgau & Cloos, 

2004). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein gestörtes Verhältnis von MMP und 

deren Inhibitoren ursächlich im Zusammenhang mit der Knorpel- und Knochendestruktion bei 

RA stehen könnte (Keyszer et al., 1999).  

Bei der Etablierung von Markern der Knorpel- und Knochendestruktion erweist es sich als ein 

generelles Problem, dass der Gehalt der Marker in der Synovialis nicht zwangsläufig mit der 

Konzentration in der Synovialflüssigkeit, im Serum und im Urin korreliert (Wollheim, 2000; 

Kaufmann et al., 2003; Prince, 2005; Young-Min et al., 2007). Zum einen ist wenig über die 

Kinetik der Freisetzung von Spaltprodukten der extrazellulären Matrix aus der Synovialis in 

die Synovialflüssigkeit bzw. in die Blutzirkulation bekannt. Unbekannt ist auch, wie rasch 

Spaltprodukten der extrazellulären Matrix aus der Synovialflüssigkeit bzw. aus dem Blut 

eliminiert werden. Gleichzeitig kommt es unter den Bedingungen einer chronischen 

Entzündung in der Synovialis zu quantitativen und qualitativen Veränderungen sowohl im 

Abbau, als auch in der Synthese der extrazellulären Matrix, deren Mechanismen im Detail 

unvollständig untersucht sind. Entsprechend konnte in den vorliegenden Untersuchungen 

gezeigt werden, dass der Gehalt des Knorpel-spezifischen Kollagenspaltproduktes 

Pyridinolin in der Synovialis zwar mit einem histolpathologischen Typ II der Synovialitis 

korreliert, eine solche Korrelation jedoch nicht bezüglich der Konzentration des Pyridinolins 

im Serum, in der Synovialflüssigkeit und im Urin gefunden werden konnte (Wernicke et al., 

2008). 

Auf der Suche nach Proteasen als Marker der Knorpel- und Knochendestruktion ist zu 

berücksichtigen, dass die bildgebenden Verfahren des Nachweises von Knochen- bzw. 

Knorpeldefekten möglicherweise nicht empfindlich genug sind, um den Beitrag einer 

einzelnen Protease im komplexen Geschehen der Knorpel- und Knochendestruktion zu 

dokumentieren. Unter dem Aspekt einer möglichst frühzeitigen Diagnosestellung und 

Prognoseabschätzung der RA stellt sich in diesem Zusammenhang nicht nur die Frage nach 

geeigneten paraklinischen Markern der RA, sondern auch nach „synovialen“ Markern. Die in 

der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass der histopathologische 

Typ II der Synovialitis mit der Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis korreliert und 

mit einem erhöhten Pyridinolingehalt einhergeht (Wernicke et al., 2006 & 2008). „Synoviale“ 

Marker der RA könnten insbesondere klinische Studien aussagefähiger gestalten und die 

Diagnostik der Früharthritis sicherer gestalten. 
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Es muss Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein, die Rolle von Kollagenase 3 in 

der Pathogenese der RA zu analysieren und die Bedeutung dieser MMP als Marker für 

Krankheitsverlauf und Prognose der RA zu evaluieren. Dabei könnte Kollagenase 3 (a) 

entsprechend ihrer breiten katalytischen Aktivität mit dem Prozess der Knorpel- und 

Knochendestruktion korrelieren, (b) den Grad der Aktivierung bzw. Transformation SF 

widerspiegeln und (c) in Anbetracht ihrer spezifischen Regulation empfindlicher als andere 

Parameter den schubartigen Verlauf der RA anzeigen. 
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6.  Zusammenfassung 

 

Gegenstand meiner Forschungsarbeiten war es, einen Beitrag zum besseren Verständnis 

der Pathogenese der RA, insbesondere des Prozesses der progredienten Knorpel- und 

Knochendestruktion zu leisten, um neue Ansatzpunkte zur effektiveren Diagnostik und 

Therapie dieser chronisch-entzündlichen Systemerkrankung zu finden. Vor dem Hintergrund 

einer grossen klinischen und histopathologischen Heterogenität der RA sind die 

Behandlungserfolge trotz neuer und hochwirksamer immunsuppressiver Therapieformen 

bezüglich des Aufhaltens der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion nach wie vor 

unbefriedigend. Entsprechend besteht das klinische Hauptproblem bei der RA in einem 

zunehmenden Funktionsverlust der Gelenke bis hin zur Invalidität der Patienten. Da in 

Mitteleuropa und Nordamerika etwa 0.5 – 0.8 % der erwachsenen Bevölkerung von einer RA 

betroffen sind, haben diese medizinischen Probleme gleichzeitig eine grosse sozial-

ökonomische Relevanz. 

 

Die Knorpel- und Knochendestruktion bei RA wird durch unterschiedliche Proteasen 

verursacht. Dabei kommt den MMP eine grosse Bedeutung zu, da diese Proteasen 

unterschiedliche Komponenten der extrazellulären Matrix mit hoher Effizienz spalten. In der 

vorliegenden Arbeit wurde Kollagenase 3 (MMP-13) aus der Synovialis von Patienten mit RA 

kloniert. Kollagenase 3 ist für den Prozess der Knorpeldestruktion von besonderem 

Interesse, da diese Kollagenase im Vergleich zu den beiden anderen humanen 

Kollagenasen, Kollagenase 1 (MMP-1, interstitielle Kollagenase) und Kollagenase 2 (MMP-8, 

neutrophile Kollagenase) eine deutlich höhere katalytische Aktivität gegenüber dem 

Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels, Kollagen Typ II, aufweist und andere 

Komponenten der extrazellulären Matrix ebenfalls mit hoher Effizienz spaltet. Ausserdem ist 

Kollagenase 3 fast ausschliesslich unter pathologischen Bedingungen nachweisbar, 

insbesondere bei chonisch-entzündlichen und malignen Prozessen des Bindegewebes. 

 

Dementsprechend war es Gegenstand der vorliegenden Arbeit, die Expression von 

Kollagenase 3 in der Synovialis zu charakterisieren und ihre Regulation in SF zu 

untersuchen. Die Expression von Kollagenase 3 wurde mit der Expression von 

Kollagenase 1, der zweiten am Prozess der Knorpel- und Knochendestruktion bei RA 

beteiligten Kollagenase, verglichen. Weiterführend wurde in einer Kohorte von RA Patienten 

die Expression von Kollagenase 3 mRNA in der Synovialis in Bezug auf klinische, 

paraklinische und histopathologische Parameter analysiert. 
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Die Ergebnisse zeigen, dass eine Expression von Kollagenase 3 mRNA sowohl im 

synovialen lining, als auch im sublining zu beobachten ist. Bei der Untersuchung von 

Präparaten der Synovialis-Knorpel-Grenze ist eine Expression von Kollagenase 3 mRNA 

unmittelbar im Bereich der Knorpelerosionen nachweisbar. Die Zelltyp-spezifische 

Expression von Kollagenase 3 wurde analysiert, indem die in situ Hybridisierung von 

Kollagenase 3 mRNA mit dem immunhistochemischen Nachweis von Zelltyp-spezifischen 

Antigenen kombiniert wurde. Hierbei zeigte sich, dass Kollagenase 3 mRNA fast 

ausschliesslich in Fibroblasten-ähnlichen Zellen exprimiert wird. Somit ist Kollagenase 3 an 

der Fibroblasten-vermittelten Knorpeldestruktion bei RA beteiligt. 

 

In SF Kulturen stimulieren die proentzündlichen Zytokine TNF-?  und IL-1?  sowohl die mRNA 

Expression von Kollagenase 3 als auch die von Kollagenase 1. Unterschiede bestehen 

zwischen beiden Kollagenasen bezüglich der involvierten Signaltransduktionswege. Die 

mRNA Expression von Kollagenase 3 wird über die intrazelluläre cAMP-Konzentration und 

eine Aktivierung des Proteinkinase A Signaltransduktionsweges erhöht, wohingegen die 

Expression von Kollagenase 1 mRNA über eine Aktivierung des Proteinkinase C 

Signaltransduktionsweges stimuliert wird. Darüber hinaus hat sich gezeigt, dass der 

stimulierende Effekt einer Aktivierung des Proteinkinase A Signaltransduktionsweges auf die 

Expression von Kollagenase 3 mRNA spezifisch für SF ist. 

 

Um den Einfluss von Zell-Matrix-Wechselwirkungen auf die mRNA und Proteinexpression 

von Kollagenase 3 in SF zu untersuchen, wurden SF in einer dreidimensionalen Kollagen-

Matrix kultiviert. Eine dreidimensionale Matrix-Struktur erwies sich als essentiell für die 

Stimulation der Kollagenase 3 Expression in SF, da eine Kultivierung dieser Zellen auf 

Kollagen-beschichteten Oberflächen nicht mit einer Stimulation der mRNA- und 

Proteinexpression von Kollagenase 3 verbunden war. Eine dreidimensionale Kollagen-Matrix 

stimulierte die Kollagenase 1 Expression in SF in vergleichbarer Höhe wie die beiden 

proentzündlichen Zytokine TNF-?  und IL-1? . Im Gegensatz dazu wurde die Expression von 

Kollagenase 3 durch eine dreidimensionalen Kollagen-Matrix um eine Grössenordnung 

stärker stimuliert als durch die proentzündlichen Zytokine TNF-?  und IL-1? . Somit wird die 

Expression von Kollagenase 3 in SF insbesondere über Wechselwirkungen mit der 

extrazellulären Matrix stimuliert. 

 

Die Expression von Kollagenase 3 in SF ist nicht nur durch die Kultivierung dieser Zellen in 

einer dreidimensionalen Kollagen-Matrix stimulierbar, sondern auch durch den Kontakt mit 

normalem Knorpelgewebe. In einem in vivo Modell der Knorpeldestruktion wurden SF von 

Patienten mit RA mit normalem humanem Knorpel subkutan in immundefiziente NOD/SCID-
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Mäuse koimplantiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 Tagen kam es zu einer Infiltration 

des Knorpelgewebes durch die SF, die mit einer hochgradigen Destruktion des 

Knorpelgewebes einherging. In den Zell-Knorpel-Implantaten war sowohl an der 

Knorpeloberfläche als auch an den Erosionsstellen des Knorpels die Expression von 

Kollagenase 3 mRNA, nicht jedoch die von Kollagenase 1 mRNA, nachweisbar. Somit weist 

auch dieses in vivo Modell der Knorpeldestruktion eine unterschiedliche Regulation der 

Expression von Kollagenase 3 und Kollagenase 1 in SF nach. Gleichzeitig beschreibt die 

Stimulation der Kollagenase 3 Expression über den Kontakt von SF mit normalem Knorpel in 

immundefizienten NOD/SCID-Mäusen einen pathogenetischen Mechanismus der 

Knorpeldestruktion, der unabhängig vom Einfluss zellulärer bzw. humoraler Komponenten 

des Immunsystems stattfindet. 

 

In den Synovialispräparaten der untersuchten Kohorte von RA Patienten wird Kollagenase 3 

mRNA in 90 % der Fälle mit Membran-Typ 1 MMP (MMP 14, MT1-MMP) mRNA und 

Gelatinase A (MMP 2) mRNA koexprimiert. Dabei ist eine zeitgleiche Expression von 

Kollagenase 3, MT1-MMP und Gelatinase A mRNA sowohl in den Fibroblasten-ähnlichen 

Zellen der Synovialis, als auch an der Synovialis-Knorpel-Grenze nachweisbar. In SF, 

welche in NOD/SCID Mäuse mit normalem Knorpel koimplantiert wurden, werden die mRNA 

von Kollagenase 3, MT1-MMP und Gelatinase A ebenfalls zeitgleich an den Erosionsstellen 

des Knorpels exprimiert. Aus in vitro Experimenten ist bekannt, dass Prokollagenase 3 durch 

MT1-MMP und Gelatinase A Zellmembran-assoziiert aktiviert werden kann. Somit kann bei 

RA eine Zellmembran-assoziierte Aktivierung von Prokollagenase 3 durch MT1-MMP und 

Gelatinase A zur Herausbildung eines invasiven Phänotyps von Fibroblasten-ähnlichen 

Zellen gegenüber dem angrenzenden Knorpelgewebe beitragen. Gleichzeitig verfügen die 

Fibroblasten-ähnlichen Zellen durch die zeitgleiche Expression mehrerer MMP über ein 

hohes proteolytisches Potential gegenüber unterschiedlichen Komponenten der 

extrazellulären Matrix. 

 

Die RA ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung von grosser Heterogenität, wobei 

die Krankheitsaktivität und der zu erwartende Verlauf der Erkrankung nur unzureichend 

beurteilbar sind. Als paraklinische Parameter dienen dazu gegenwärtig die systemischen 

Entzündungsparameter CRP und die BSG, der RF, die Citrullin-Antikörper sowie, in 

eingeschränktem Maße, die Charakterisierung des HLA DR4 - Musters des Patienten. Diese 

Parameter spiegeln vor allem die entzündliche Aktivität der Patienten wider bzw. 

charakterisieren dessen Immunsystem, sind jedoch für die Bewertung der Aggressivität des 

Prozesses der Knorpel- und Knochendstruktion nur eingeschränkt verwertbar. Aus diesem 

Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit eine mögliche Korrelation zwischen einer 
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Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis und klinischen Parametern in einer 

Kohorte von 36 RA Patienten untersucht. 21 der 36 untersuchten Patienten (58%) wiesen 

eine mRNA Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis auf. Im Unterschied dazu waren 

zwei andere MMP, Kollagenase 1 und Stromelysin 1, in den Synovialispräparaten von allen 

Patienten nachweisbar. Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis 

hatten erhöhte systemische Entzündungsparameter CRP (p<0.005) und BSG (p<0.05), 

wurden häufiger und höher dosiert mit Prednisolon behandelt und erhielten aggressivere 

Basistherapien, welche öfters wegen Ineffektivität gewechselt werden mussten. Es war 

auffällig, dass in der Patientengruppe mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialis 

Patienten frühzeitiger bzw. zum wiederholten Male rheumachirurgischen Eingriffen 

unterzogen werden mussten. Dies spricht für einen schwereren Krankheitsverlauf und/oder 

eine geringere Ansprechbarkeit auf medikamentöse Therapien bei diesen Patienten. 

Histopathologisch korreliert die mRNA Expression von Kollagenase 3 in der Synovialis mit 

einem histopathologischen Typ II der Synovialitis nach Stiehl (1997), die durch eine invasiv 

und knorpeldestruierend proliferierende Synovialis gekennzeichnet ist. Weiterführend konnte 

in den vorliegenden Arbeiten gezeigt werden, dass der histopathologische Typ II der 

Synovialitis mit dem Gehalt des Kollagenspaltproduktes Pyridinolin in der Synovialis 

korreliert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Kollagenase 3 als klinischer bzw. 

histopathologischer Marker für den Verlauf des Prozesses der Knorpeldestruktion bei RA 

geeignet sein könnte. 
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