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Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 35, 443-451 {197%)

Aus der Abteilung Pathologie der Universitat Ulm und der Abteilung fur Erkrankungen des
Bewegungsapparates und des Stoffwechsels im Departement Innere Medizin der Medizinischen
Hochschule Honnover

MORPHOLOGISCHE HINWEISE FUOR DIE BETEILIGUNG NEUTRO-
PHILER GRANULOZYTEN AN DER RHEUMATISCHEN KNORPEL -
DESTRUKTION*

W. MOHR, H. MENNINGER und R. PUTZIER

Zusammenfassung

Bei der chronischan Polyarthritis kann der Knorpel sowohl dureh Enzyme der Synovial AUssig-
keit als ouch durch Zellen des proliferierenden Pannusgewebes zerstirt werden. Von den
neutrophilen Granulozyten wird angenommen, dass sie den Knorpe! Uber die Synovial flUssig-
keit angreifen; ihr Yorkommen an der Pannus-Knorpel -Grenze wird im allgemeinen verneint.
Morphologische Untersuchungen om Pannusgewebe und Knorpel mit Hilfe histochemischer
und immunfluoreszenzmikroskopischer {Leukozyten-Antielastase) Methoden zeigten aber,
dass in grosser Anzahl neutrophile Granulozyten in der unmittelbaren Nachbarschaft der
Knorpeldestruktionsfront des Pannusgewebes vorkommen kénnen. Dieses Ergebnis steht somit
im Widerspruch zu Beobachtungen der meisten Untersucher, die sich mit den marphologischen
Verdnderungen dieser Grenzzone beschaftigien. Weitere experimentelle Untersuchungsergeb-
nisse zeigten, doss die Elostase der neutrophilen Granulezyten in der Lage ist, in den Knorpel
einzudringen und die Proteoglykane abzubauen. Somit ist aus den Untersuchungsergebnissen
obzuleiten, dass dos Vorkommen neutrophiler Grunulozyten an der Pannus-Knorpel-Grenze
ein wesentliches Phénomen fur dos Verstdndnis der fortschreitenden Knorpeldestruktion bei
rheumatischen Gelenkerkrankungen ist. Dariber hincus kann angenommen werden, dass

Elostose eines der Enzyme sein konn, das die Knorpelmatrix zerstart.

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die finanzielle Unterstitzung zur
Durchfuhrung der Untersuchungen (Mo 183/6 und Me 462/2)
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Summary

Cartiloge destruction in rheumatoid arthritis may be mediated by enzymes of the synovial
fluid and by cells of the proliferating pannus tissue. Neutrophilic granulocytes are usually
said to affect the cortilage vio the synovial fluid, and their local accurrence in the pannus-
cartiloge border is denied. However, o morphological study on pannus tissue and cartilage
by use of histachemistry and immunflucrescence {leucocytes antielastase} exhibited an
accumulation of neutrophilic granulocytes in the inmediate vicinity of the cartilage in
destruction. This result is in contrast to the observation of most investigators reporting studies
of the pannus cartilage junction. Experimental dotas of the effect of elastase moreover indi-
cate that this enzyme is capable to penetfrate into the cartilage and to degrade proteoglycans.
Therefore the results show that the occurrence of neutrophilic granulocytes at the pannus-
cortilage border is an important phenomenon for understanding the progressive cartilage
destruction and that elastase may be at least one enzyme responsible for the degrodation of

the cartilage matrix.

Ueber die Beteiligung neutrophiler Granulozyten am Entziindungsprozess der chronischen
Polyarthritis bestehen unterschiedliche Ansichten. Nach FASSBENDER {1975) gehtren diese
Zellen "nicht zum Bild der C.P.-Synovitis"; andere Autoren (KULKA und Mit., 1955;
JANIS und HAMERMAN, 19693 PEARSON und Mit., 1975) erwthnen sie, ohne jedoch auf
ihre pathogenetische Bedeuwtung einzugehen, und fur GEILER und STIEHL (1974) ist ihre An-
wesenheit im entziindeten Gelenkkapselgewebe Ausdruck "hoher aktueller Aktivitat" der
EntzUndung. Anders ist die Situation beim knorpeldestruierenden Pannusgewebe. Mit Aus-
nahme von KOBAYASHI und ZIFF {1975), die auf das vereinzelte Vorkommen dieser Zellen
hinweisen, sind stmtliche Untersucher der Meinung, dass in der Knorpeldestruktionsfront des
Pannusgewebes keine neutrophilen Granulozyten vorhanden sind (HARRIS und Mit., 1970,
1975, KRANE, 1975: WOOLLEY und Mit., 1977: BARRET, 1978a: MUIRDEN und ROGERS,
1978).

Da neui:rophl'|e Granulozyten simtliche Enzyme fir den Abbau der extrazelluldren Matrix
des Knorpels besitzen {Abbau der Proteoglykane: EBERHARD und Mit., 1972; ORONSKY und
Mit., 1973a; IGNARRQ, 1974;: MALEMUD und JANQFF, 1975: KRUZE und Mit., 1976;
LEISS und KALBHEN, 1974; OHLSSON, 1978a; Abbau der kollagenen Fasern: ANDERSON,
1971; ORONSKY und Mit., 1973b; STEVEN, 1975; WIZE und Mit., 1975; BARRET, 1978b;
OHLSSON, 1978q), erhebt sich die Frage, an welcher Stelle Enzyme dieser Zellen om

Knorpel angreifen knnen.
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Der Reichtum neutrophiler Granulozyten und die Présenz neutraler Proteasen in der Synovial-
flussigkeit bei der chronischen Polyarthritis kann Indiz dafir sein, dass vom Gelenkroum aus
die Knorpeloberfliche zerstort wird (OHLSSON, 1978b; MENNINGER und Mit., 1979).

Dies mag fur den Abbau der Proteoglykane zutreffen, da der Knorpel bei der Arthriiislseine
metachromatische Anfarbbarkeit verliert (JANIS und HAMERMAN, 1969; GARDNER, 1972),
scheint aber weniger wohrscheinlich fur den Abbau der kollagenen Fasern, da der Kollagen-
gehalt des Knorpels langere Zeit unverdndert bleibt (GREILING, 1971) und auch bei experi-
mentel len Arthritiden (MOHR und Mit., 1975} und bei der chronischen Polyarthritis im all-
gemeinen ausserhalb des Pannusgewebes keine tiefgreifenden Knropeldefekte zu sehen sind,
wenn keine sekundiiren arthrotischen Veranderungen vorliegen.

Zweifel on der Richtigkeit der Vorstellung, dass neutrophile Granulozyten nicht an der
panndsen Knorpeldestruktion beteiligt sind, kamen erstmols bei der morphologischen Unter-
suchung der Adjuvensorthritis der Ratte. Bei dieser experimentellen Arthritis, deren patho-
genetischer Ablauf zumindest Aehnlichkeiten mit dem der chronischen Polyarthritis des
Menschen hat (MOHR und WILD, 1976a) konnten im Pannusgewebe und in Knorpellakunen
gehtuft nevirophile Granulozyten gesehen werden {(MOHR und Mit., 1975; MOHR und WILD,
1976b). Ein gleichartiger Befund wurde dann von MOHR und WESSINGHAGE (1978) auch
bei der chrenischen Polyarthritis des Menschen erhoben. In resezierten peripheren Gelenken
beschrieben sie erstmals das gehdtufte Auftreten von neutrophilen Granulozyten an der
Knorpel-Pannus-Grenze. Dieses Untersuchungsergebnis an Prgparaten, die mit der Naphtal -
AS-D-chloracetat-Esternse-Reaktion {LEDER, 1967) gefidrbt worden waren, fuhrte zu der An-
nahme , doss neutrophile Granulozyten an der pannisen Knorpel destruktion beteiligt sein
kdnnen. |

Nach Kenninis dieses Befundes bei der chronischen Polyarthritis wurde dem Phénomen der
Akkumulation neutrophiler Granulozyten an der Pannus-Knorpel - Grenze sttirkere Beachtung
geschenkt. Dabei zeigte sich, dass in roulineméissig untersuchten Gewebsproben von Patienten
mit chronischer Polyarthritis [resezierte artikulierende Knochen) gehsiuft neutrophile Granulo-
zyten an der Grenze zwischen Knorpel und Pannusgewebe zu finden sind.

Neutrophile Granulozyten kénnen in diesen Fallen im Pannusgewebe , das sich vom Mark-
raum aus entwickell, an der Knorpeldestruktionsgrenze gesehen werden {Abb. 1). Aber auch
Ponnusgewebe , dos von den Gelenkkapselrecessus seinen Ausgang nimmt (MOHR und WILD,
1977 a und b) und das von der Oberflache den Knorpel zerstirt, enthilt gebiiuft nevtrophile
Granulozyten, wobei diese Zellen auch manchmal in Lakunen des Knorpels gelegen sind
(Abb. 2). Auch an Knorpelsequestern, die von Pannusgewebe umgeben sind, kbnnen einzelne

neutrophile Granulozyten angrenzen (Abb. 3}.
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Abb. 1. Markpannus (P) mit Saum neutrophiler Granulozyten (Pfeile) an der Knorpel -Pannus-
Grenze. Im Knorpel (K} Chondrozyten mit fehlender (1) und erhaltener (2) Zellkernanfirb-
barkeit. (B = Knochen des subchondralen Markraumes) Firbung: Naphtol=AS-D-chloracetat-
Esterase-Reaktion, Kernfirbung mit Hamalaun. Vergrosserung: 328 x.

Abb. 2. Invadierender Kapselpannus (P), der von der Knorpeloberfliiche in den Knorpel (K)

eindringt. Im Pannus-Knorpel -Grenzbereich nevtrophile Granulozyten (Pfeile), teilweise in
Knorpellakunen gelegen (L). Chondrozyten (C) haben die Anfarbbarkeit der Zellkerne ver-
loren. Farbung: Naphtol -AS-D-chloracetat-Esterase-Reaktion, Kernfarbung mit Hémalaun.

Vergrésserung: 328 x.
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Abb. 3. Invadierender Kapselpannus (P), der von der Knorpeloberfliche in den Knorpel (K)
eindringt. Im Pannus-Knorpel -Grenzbereich neutrophile Granulozyten (Pfeile), die auch
einzelnen Knorpelsequestern (S) angelagert sind. Die Chondrozyten (C) haben die Anftirb-
barkeit der Zellkerne verloren. Farbung: Naphtol ~AS-D-chloracetat-Esterase-Reaktion,
Kernfdarbung mit Hamalaun. Vergrisserung: 328 x.

Diese histochemischen Untersuchungsbefunde wurden unter Anwendung eines gegen Granulo-
zytenelastase gerichteten Antikérpers (KRUZE und Mit., 1976; MENNINGER und Mit., 1979)
in einer indirekten Immunflucreszenzmethode ergiinzt. Dabei konnte zellgebundene Elastase
durch eine spezifische Fluoreszenz an der unmittelbaren Knorpel-Pannus-Grenze nachgewie-
sen werden. Wurden solche Gefrierschnitte anschliessend mit der Naphtol-AS-D-chloracetat-
Esterase-Reaktion nachgeférbt, so zeigte sich die Enzymaktivitidt an identischen Stellen,
ndmlich in neutrophilen Granulozyten.

Gehiiuft werden neutrophile Granulozyten an der Grenze zu Knorpelgewebe gefunden, des-
sen Chondrozyten die Zellkernanfiérbbarkeit verloren haben (Abb. 1-3). Es ist deshalb vor-
stellbar, dass Ansommlungen dieser Zellen lediglich eine Reaktion auf die Knorpelnekrose
darsteilen. Aber neutrophile Granulozyten kénnen auch dann an der Knorpel-Pannus-Grenze
vorliegen, wenn die Chondrozytenzel lkerne noch anférbbar sind (Abb. 1 und 4). Aus der An-
farbbarkeit der Zellkerne kann jedoch nicht auf die Vitalitdt der Knorpelzellen geschlossen
werden, da die Autolyse der Chondrozytenzellkerne nur sehr langsam ablauft (MOHR, 1978).
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Abb. 4, Kapselpannus (P), der von der Oberfldche in einen Knorpel (K) mit erhaltener Zell-
kernfdrbbarkeit der Chondrozyten (C) einwdchst. In der Invasionsfront einzelne neutrophile
Granulozyten (N). Farbung: Naphtol -AS-D-chloracetat-Esterase-Reaktion, Kernfdarbung mit
Hamalaun, Vergrosserung: 328 x.

In vorldufigen Untersuchungen an menschlichem Knorpel, der in vitro mit 3H--F'rcnl in inkubiert
wurde , konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass die Chondrozyten, die dem zerstdrenden
Pannusgewebe benachbart sind, noch die Fihigkeit besitzen, 4. Prolin 20 inkorporieren
(Abb. 5). Es ist daraus zu schliessen, dass das Pannusgewebe in einen Knorpel mit vitalen
Chondrozyten eindringen kann und ihn aktiv zerstort. Vergleichbare Untersuchungsergebnisse
waren auch schon bei der Adjuvansarthritis der Ratte erhoben worden (MOHR und Mit., 1978;
MOHR und WILD, 1979).

Die Bedeutung der Granulozytenelastase als destruktives Enzym wurde in vitro durch Inkuba-
tion von menschlichem Gelenkknorpel mit Elastase weiter untersucht. Dabei zeigte sich
immunreaktive Elastase in den oberfléchlichen Knorpelbereichen, in denen es zu einem Ver-
lust der Proteoglykane gekommen war. In gleicher Lokalisation konnte das Reaktionsprodukt
der Naphtol-AS-D-chloracetat-Esterase-Reaktion nachgewiesen werden, so dass angenommen
werden kann, dass Elastase eines der Enzyme ist, das mit dieser histochemischen Reaktion
nachgewiesen werden kann (PUTZIER, unversffentlichte Ergebnisse).

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse lassen den Schiuss zu, dass bei der chronischen

Polyarthritis neutrophile Granulozyten im Pannusgewebe im unmittelbaren Knorpeldestruk-
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Abb. 5. Invadierender oberflachlicher Kapselpannus (P} mit einzelnen neutrophilen Granulo-
zyten (N) an der Grenze zum Knorpel (K). Silberkirner als Zeichen der Inkorporation von
3H-Prolin sind sowohl Uber Bindegewebszellen des Pannusgewebes (P) als auch tUber den
Chondrozyten (C) gelegen. Farbung: Auvtoradiographie-Priparat, Hématoxylin. Vergrisserung:
520 x.

tionsbereich vorkommen und dass sie aktiv an der entzindlichen Knorpeldestruktion beteiligt
sind, da sie mit ihren neutralen Proteasen die mechanische Stabil itdt des Knorpels beein-
triichtigen kdnnen (KEMPSON, 1975; MENNINGER, unversffentlichte Ergebnisse). Sie wer-
den jedoch nicht in allen Fillen und nicht in allen Gelenken becbachtet, was bei der in
Schiben ablaufenden Erkrankung nicht verwunderlich ist.

Sigher sind die neutrophilen Granulozyten nicht die einzigen Zellen, die den Knorpel ab-
bauven kdnnen. Die mononukledren Rundzellen und Synovinldeckzellen des Pannusgewebes
knnen ebenfalls Enzyme synthetisieren, die die Zwischensubstanz des Knorpels zerstsren
kénnen (vgl. MOHR, 1977). Intrazelluldr gelegene kollagene Fasern in mononukletiren Rund-
zellen werden von HARRIS und Mit. (1977) als Zeichen der Phagozytose kollagener Fasern
durch diese Zellen angesehen. Die dargestellten Untersuchungsergebnisse sprechen aber ge-
gen die "Monopolstellung" (vgl. KOBAYASH! und ZIFF, 1975) der mononukledren Rundzellen
und zeigen, dass auch die neutrophilen Granulozyten am Knorpelabbau beteiligt sind. Dabei
greifen sie den Knorpel hauptsiichlich vom Pannusgewebe aus an. Nur in geringem Masse ist
von der Gelenkhthle aus eine Destruktion des freien Knorpels maglich, da von KIMURA und
Mit. (1977) elektronenmikroskopisch an der Knorpeloberflache Abbauprodukie von kollagenen
Fasern und Proteoglykanen nachgewiesen wurden.
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