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4 Einleitung 

Arthrose (engl. Osteoarthritis) ist die häufigste Gelenkerkrankung. Unter anderem 

bedingt durch mechanische Abnutzung, führt sie zu irreversibler Zerstörung von 

Gelenkstrukturen.  

Die degenerativen Veränderungen werden häufig durch entzündliche Aktivierung der 

Gelenkhaut begleitet. Diese verstärkt Knorpelschäden und beeinträchtigt die 

Gelenkfunktion. Verschiedene Zelltypen, insbesondere hämatopoetische 

Immunzellen und Fibroblasten, sind an den entzündlichen synovialen Veränderungen 

beteiligt.  

Neuere Untersuchungen von Gelenkflüssigkeit (Synovia) und Gelenkhaut 

(Synovialis) arthrotischer Gelenke lieferten Hinweise darauf, dass die Entzündung in 

der Gelenkhaut (Synovialitis) bei verschiedenen Patienten inhomogen verläuft [1-22]. 

Diese Inhomogenität zeigte sich radiographisch beispielsweise durch variables 

Gewebsvolumen und Vaskularität [2, 3, 5, 8, 11-16, 18-22]. Histologisch ergaben 

sich unterschiedliche Immuninfiltrate sowie Gewebshyperplasie, Fibrose und 

Gewebszerfall [9, 17]. Analysen der Synovialflüssigkeit zeigten eine variable 

Zytokinantwort [1]. 

Die Aktivierung entzündlicher Signalwege führt zur Produktion einer Vielzahl 

verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zytokine. Die IL-6-Expression stellte 

sich in vergangenen Arbeiten als besonders variabel heraus [3, 6, 7, 10, 23]. Sowohl 

die Rolle dieses Zytokins bei der synovialen Entzündungsantwort als auch ihr 

zellulärer Ursprung sind bislang noch nicht vollständig geklärt.  

 

Ziel dieser Arbeit war es, die Heterogenität der entzündlichen synovialen 

Gewebereaktion in Arthrose-Gelenken mithilfe von Multiparameter-Analysen zu 

erforschen. Als Untersuchungsmaterial dienten die bei Kniegelenkersatz-

Operationen entnommenen Synovialmembranen von 35 Patienten mit Arthrose im 

späten Erkrankungsstadium. Der zelluläre Aufbau des Gewebes und intrazelluläres 

Interleukin-6 (IL-6) sollten durchflusszytometrisch ex vivo gemessen werden. In 

Kultur freigesetzte lösliche Proteine sollten mittels Multiplex-ELISA-Technik bestimmt 

werden.  
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Um die zelluläre Zusammensetzung des Gewebes zu untersuchen, ist es notwendig, 

die Zellen aus dem Gewebeverband herauszulösen. Im Rahmen der Arbeit sollte die 

enzymatische Gewebezersetzung abhängig vom untersuchten Zelltyp optimiert 

werden. In einem Zeitalter, in dem mit Untersuchungstechniken wie Durchfluss- und 

Massenzytometrie Einzelzell-Phänotypisierungen von synovialem Gewebe 

durchgeführt werden, ist es von erheblicher Bedeutung, einen effizienten und 

zuverlässigen Gewebeverdau zu etablieren. Dies bildet die Grundvoraussetzung für 

verlässliche Untersuchungsergebnisse.  

Mithilfe der durchflusszytometrisch erhobenen Daten in Kombination mit einer 

begrenzten Auswahl an klinischen Patienteninformationen sollte untersucht werden, 

ob es möglich ist, die synovialen Gewebereaktionen in Arthrose-Gelenken mittels 

Korrelationsanalysen zu untersuchen, potenzielle Zell-Zell-Interaktionen zu 

identifizieren und Patientencluster zu definieren.  
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5 Literaturdiskussion 

5.1 Arthrose 

Arthrose ist eine degenerative Gelenkerkrankung, die zu progressiver Knorpel- und 

Knochenzerstörung unter Beeinträchtigung von gelenknahen Strukturen wie 

Gelenkkapseln, Muskeln, Sehnen und Bändern führt. Prinzipiell kann jedes Gelenk 

im menschlichen Körper betroffen sein [24]. In Deutschland sind Knie- und 

Hüftgelenke am häufigsten arthrotisch verändert [25]. 

 

In frühen Stadien verläuft eine Arthrose des Kniegelenks (Gonarthrose) häufig 

asymptomatisch [26]. Bei Fortschreiten der Erkrankung treten dann zunächst 

Beschwerden bei Gelenkbelastungen und im späten Stadium sogar in Ruhe auf. Die 

Patienten erleiden neben Gelenkschmerzen auch Funktionsstörungen, Steifigkeit, 

Stellungsveränderungen und knackende Gelenkgeräusche bei Bewegung. Bei vielen 

Patienten führen die Arthrose-Beschwerden zunehmend zu körperlicher 

Beeinträchtigung in Alltag und Beruf [27]. 

 

Umfangreiche Angaben zur Prävalenz von Arthrose in Deutschland wurden in 

„Ergebnisse der Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1)“ des 

Robert Koch-Instituts veröffentlicht: In Deutschland beträgt die Lebenszeitprävalenz 

von Arthrose für Frauen 22,3 % und für Männer 18,1 %. Das Alter [28-30] stellt 

neben dem weiblichen Geschlecht [29, 31], genetischen Faktoren [32-34], Adipositas 

[35-38] und Gelenkverletzungen [39] einen elementaren Risikofaktor für die 

Erkrankungswahrscheinlichkeit dar. Während bei unter 30-Jährigen eher selten 

Arthrose diagnostiziert wird, leiden fast die Hälfte der Frauen und rund ein Drittel der 

Männer zwischen 70 und 79 Jahren an einer Form von Gelenkarthrose [40]. 

 

Nicht nur die sozialen, sondern auch die wirtschaftlichen Auswirkungen sind 

erheblich. Verursacht werden sie durch die hohe Anzahl an ambulanten und 

stationären Therapien, Rehabilitation, Arbeitsunfähigkeit und Frühberentungen [41]. 

Unter der mit dem demografischen Wandel einhergehenden Verschiebung von 

akuten hin zu chronischen Erkrankungen wird die Krankheitsbelastung der 
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Bevölkerung durch Arthrose in Industrienationen voraussichtlich stetig weiter 

zunehmen.  

 

Trotz hoher Prävalenz, steigender Inzidenz und den immensen gesellschaftlichen 

Auswirkungen ist die Anzahl an Therapieansätzen für die Betroffenen überschaubar. 

Noch immer mangelt es an Therapiekonzepten, die den Krankheitsprogress 

aufzuhalten in der Lage sind.  

Ein entscheidender Grund hierfür ist, dass unser Verständnis von den der 

Erkrankung zugrunde liegenden pathomechanistischen zellulären und molekularen 

Vorgängen begrenzt ist. Die langjährige Lehrmeinung, dass Arthrose als rein 

degenerative Erkrankung anzusehen ist, bei der Gelenkschäden ausschließlich 

Folge von mechanischer Abnutzung sind, gilt mittlerweile als überholt. Es zeichnet 

sich zunehmend ab, dass es sich bei Arthrose um eine divers verlaufende 

Erkrankung handelt, bei der vielfältige klinische, epidemiologische, strukturelle und 

genetische Risikofaktoren eine Rolle spielen [1, 4, 17, 42-44]. 

 

5.2 Entzündungsprozesse in Arthrose-Gelenken 

Arthrose führt zu Aktivierung und Zerstörung der unterschiedlichen Gewebetypen im 

und am Gelenk. So ist nicht nur der die Knochenenden überziehende Knorpel 

betroffen. Auch die Gelenkhaut (Synovialis), welche die Gelenkkapsel von innen 

auskleidet, und die Synovialflüssigkeit (Synovia), zeigen sich zumindest bei einem 

Teil der Patienten entzündlich verändert. In den letzten Jahren lieferten Studien zur 

Gen- und Proteinexpression in der Synovialis und Synovia aus Arthrose-Gelenken 

Hinweise auf das Vorhandensein unterschiedlicher Erscheinungsformen der 

Erkrankung und unterstützten damit die These, dass es sich bei Arthrose um eine 

heterogene Erkrankung handelt [1, 4, 17, 44]. Synovialitis war dabei charakterisiert 

durch die Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege, Volumenzunahme des 

Gewebes und gesteigerte Vaskularisierung [2, 3, 5, 8, 11-16, 18-22]. Das 

Vorhandensein von Entzündung im Gelenk korrelierte mit schlechten 

Behandlungsergebnissen, Progression der Gelenkschädigung und Beeinträchtigung 

der Gelenkfunktion [2, 7, 10, 11, 13, 14, 16, 45-47].  
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Physiologisch besteht die Synovialis aus einer dünnen Lage Fibroblasten mit 

Makrophagen (Deckzellschicht oder engl. lining layer) über locker strukturiertem 

Bindegewebe (Subintima oder engl. sublining layer). In der gesunden sublining layer 

befinden sich wenige Leukozyten, u.a. Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen [48-50]. 

Signalstoffe, die bei Gewebeschädigung ausgeschüttet werden, transformieren das 

Gewebe, indem sie das Einwandern verschiedener Leukozytenpopulationen und die 

Aktivierung und Proliferation der gewebeständigen Fibroblasten und Makrophagen 

bewirken. Dabei wird die Produktion und Freisetzung pro-inflammatorischer 

Signalmoleküle und Matrix zerstörender Proteinasen angeregt, was wiederum die 

Gelenkschädigung vorantreibt [20, 21].  

Synovialitis tritt auch in frühen Erkrankungsstadien auf und ist mit Symptomen wie 

Schmerzen und Schwellung assoziiert. Mit Voranschreiten der Erkrankung steigt ihre 

Prävalenz an [51]. Diese Beobachtungen bieten Anhalt dafür, dass sie zugleich 

Ursache und Folge in der Arthrose-Pathogenese sein kann. 

 

Die genaue Prävalenz entzündlicher Gelenkveränderungen bei Arthrose ist schwer 

abzuschätzen. Makroskopische Darstellungen mittels Arthroskopie, Ultraschall und  

Magnetresonanztomographie zeigen, dass bei etwa der Hälfte der Patienten bereits 

in frühem Krankheitsstadium zumindest zeitweilig Synovialitis festzustellen ist [11-

14]. In histologischen Untersuchungen wurden in allen untersuchten Patienten 

pathologische Veränderungen im Synovialgewebe gefunden. Hierbei wurden vier 

verschiedene Phänotypen der arthrotisch veränderten Synovialis identifiziert: 

hyperplastisch, inflammatorisch, fibrotisch und reich an Detritus [9, 17]. Insgesamt 

deuten die Ergebnisse darauf hin, dass synoviale Entzündung heterogen verläuft und 

zumindest bei einem Teil der Patienten den Krankheitsprogress fördert.  

Genauere Untersuchung der entzündlichen Gewebereaktion kann dabei helfen, neue 

Erkenntnisse über die Pathogenese zu gewinnen und Arthrose-Patienten nach 

Krankheitsmechanismen zu stratifizieren.  

 

5.3 Technische Voraussetzungen für die durchflusszytometrische 

Analyse synovialer Gewebeproben 

Multiparameter-Durchflusszytometrie ist eine beliebte Methode zur phänotypischen 

Analyse der zellulären Zusammensetzung von Gewebeproben. Die recht neu 
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entwickelte CyTOF-Technologie, also die Kombination aus Durchfluss- und 

Massenzytometrie, ermöglicht noch umfangreichere Studien auf diesem Gebiet [52]. 

Voraussetzung für reproduzierbare Ergebnisse ist in beiden Fällen ein zuverlässiges 

Protokoll zur Isolierung der Zellen aus dem Gewebeverband. Dabei sollte der 

Gewebeverdau zum einen ausreichende Zellviabilität und Zellausbeute, zum 

anderen aber auch Intaktheit der Oberflächenantigene gewährleisten. Bei der 

enzymatischen Gewebezersetzung kommen zur Spaltung der extrazellulären Matrix 

Proteinasen wie Kollagenase und Dispase zum Einsatz [53-57]. Da durch den 

Einsatz von Proteinasen aber Oberflächenproteine von den Zellen abgetrennt 

werden können, was zur Folge haben kann, dass die betroffene Zelle der 

durchflusszytometrischen Analyse entgeht, ist eine genaue Überprüfung des 

Verdauprotokolls von großer Bedeutung. Beispielsweise wurde bereits in früheren 

Studien gezeigt, dass Dispase die Expression einer Vielzahl von 

Oberflächenmolekülen auf murinen hämatopoetischen Immunzellen reduziert [53].  

 

5.4 Durchflusszytometrische Charakterisierung von Zellen 

Durchflusszytometrisch kann die Phänotypisierung von Zellen anhand der Messung 

von intrazellulär und auf der Oberfläche exprimierten Proteinen erfolgen. 

Oberflächenmoleküle werden dabei mit den zwei Buchstaben „CD“ bezeichnet, die 

für „cluster of differentiation“ oder übersetzt für „Differenzierungsgruppe“ stehen. Die 

Analyse zellspezifisch exprimierter Moleküle erlaubt die phänotypische 

Charakterisierung der zellulären Architektur unterschiedlicher Gewebetypen.   

 

5.5 Einführung in die wesentlichen synovialen Zellpopulationen  

Im Synovialgewebe sind im Wesentlichen folgende drei Zellpopulationen zu finden: 

hämatopoetische Immunzellen, Endothelzellen und mesenchymale Zellen. Die 

grundsätzliche Aufgabe hämatopoetischer Immunzellen liegt in der Immunabwehr. 

Endothelzellen sind Bestandteil der Gefäßwände. Mitunter regulieren sie die 

Gefäßpermeabilität. Mesenchymale Zellen bilden als ortsständige Zellen das 

Bindegewebe. Fibroblasten machen den größten Anteil der Bindegewebszellen aus 

[58].  
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Die grundsätzliche phänotypische Unterscheidung der drei Zelltypen kann anhand 

der Expression der zwei Oberflächenmoleküle CD45 und CD31 erfolgen. 

Hämatopoetische Immunzellen exprimieren das Oberflächenmolekül CD45, während 

Endothelzellen CD31 auf ihrer Zelloberfläche präsentieren. Mesenchymale Zellen 

exprimieren weder CD45 noch CD31.  

Innerhalb der CD45-CD31- mesenchymalen Zellfraktion kann anhand der Expression 

von CD146, auch bekannt als Melanomzell-Adhäsionsmolekül oder MCAM, eine 

kleine Gruppe von gefäß-assoziierten mesenchymalen Zellen (z.B. Perizyten) 

eingeteilt werden. CD45-CD31-CD146+ Zellen regulieren den vaskulären Tonus. Die 

übrigen CD45-CD31-CD146- Zellen konnten in Transkriptionsanalysen überwiegend 

als synoviale Fibroblasten identifiziert werden [56, 59].  

CD45, das allgemeine Leukozytenantigen, wird von allen Leukozyten auf der 

Zelloberfläche präsentiert und kann somit als Zellmarker für die hämatopoetischen 

Zellreihen genutzt werden. Auf Lymphozyten werden verschiedene Isoformen des 

CD45-Moleküls exprimiert (z.B. CD45RA und CD45RO). CD45 wirkt bei der 

Aktivierung von T-Zellen mit [60].  

Bei CD31 handelt es sich um das Thrombozyten-Endothelzell-Adhäsionsprotein, 

welches, wie aus dem Namen abzuleiten ist, von Thrombozyten und Endothelzellen, 

aber auch von einigen hämatopoetischen Immunzellpopulationen exprimiert wird. Es 

fungiert u.a. als Signalmolekül, Adhäsions- und Junktionsprotein. Auf der 

Endothelzelloberfläche reguliert es die vaskuläre Permeabilitätsbarriere [61].  

 

5.6 Phänotypische Charakterisierung synovialer hämatopoetischer 

Immunzellen 

Analog zum peripheren Blut und anderen Gewebetypen können innerhalb der 

synovialen hämatopoetischen Immunzellen (CD45+) anhand verschiedener 

Oberflächenmarker weitere Subpopulationen unterschieden werden.  

5.6.1 Makrophagen 

Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immunsystems. Ihre Hauptaufgabe ist 

das Abräumen von beschädigten und infizierten Zellen durch Phagozytose. Über die 

Antigenpräsentation tragen sie zudem zur Aktivierung von T-Lymphozyten bei.  
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Da viele der auf Makrophagen präsentierten Oberflächenmarker auch von anderen 

Zelltypen exprimiert werden, wird zur Bestimmung von Makrophagen häufig eine 

Kombination aus verschiedenen Oberflächenmolekülen, wie beispielsweise CD11b, 

HLA-DR, CD14 und CD206, genutzt.  

CD11b (Mac-1) ist die Integrin alpha-M-Kette eines Komplement-Rezeptors und wird 

von Monozyten und Makrophagen, aber auch von dendritischen Zellen und 

Granulozyten exprimiert [62]. Die Hauptfunktionen des Moleküls liegen in der 

Zelladhäsion sowie in der Erkennung und Phagozytose von komplementmarkiertem 

Material [63-65].  

HLA-DR ist die Abkürzung für den humanen Leukozytenantigen-DR-Isotyp und ist 

vor allem auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen, also Makrophagen, 

dendritischen Zellen und B-Zellen, zu finden. Die physiologische Funktion besteht in 

der Antigenpräsentation und Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor. Das HLA-DR-

Molekül ist unter anderem an Transplantatabstoßungsreaktionen beteiligt und mit 

zahlreichen Autoimmunerkrankungen assoziiert [66].  

CD14 ist Teil des Lipopolysaccharid (LPS)-Rezeptors und wird hauptsächlich von 

Monozyten und Makrophagen präsentiert [67]. Die Erkennung von LPS auf der 

Oberfläche eines gram-negativen Bakteriums führt zur Eliminierung des Erregers 

durch Phagozytose.  

CD206 ist ein Mannose-Rezeptor und wird von Makrophagen und unreifen 

dendritischen Zellen exprimiert. Die Bindung von potentiell pathogenen 

Mikroorganismen zählt zu den Hauptfunktionen des Moleküls [68-72].  

5.6.2 Neutrophile Granulozyten 

Neutrophile Granulozyten gehören zum angeborenen Immunsystem. Sie migrieren 

als erstes in infiziertes Gewebe und führen dort durch Phagozytose und Freisetzung 

von reaktiven Sauerstoffspezies zur schnellen Bekämpfung der Infektion [73].  

CD66b ist ein Oberflächenmarker von neutrophilen Granulozyten [74]. In der Literatur 

finden sich vielfältige Hinweise auf mögliche Funktionen des Moleküls. Bisher ist ihre 

Relevanz in vivo allerdings noch nicht geklärt [74, 75]. Unter anderem führt die 

Stimulation des Rezeptors zur Freisetzung von prä-formiertem Interleukin-8 (IL-8) 

[75]. 
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5.6.3 T-Zellen 

T-Zellen sind Zellen des adaptiven Immunsystems. Sie werden anhand des T-Zell-

Rezeptorteils CD3 identifiziert. Dieser interagiert mit dem oben beschriebenen 

antigenpräsentierenden HLA-DR-Molekül (siehe 5.6.1) und führt bei Erkennung eines 

Fremdantigens und Ko-Stimulation zur T-Zell-Aktivierung. CD3+ T-Zellen können in 

CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen unterteilt werden. Bei CD4 und 

CD8 handelt es sich um die Ko-Rezeptoren des T-Zell-Rezeptors.  

CD4+ T-Zellen unterstützen als T-Helferzelle vom Typ 1 (Th1) die zelluläre 

Immunantwort, als T-Helferzelle vom Typ 2 (Th2) leisten sie Beitrag zur humoralen, 

also antikörpervermittelten, Immunantwort [76, 77]. Für Zellen einer weiteren 

identifizierten T-Helferzellpopulation, die Th-17-Zellen, ist eine Rolle im 

Pathomechanismus verschiedener Autoimmunerkrankungen nachgewiesen [78].  

Die Hauptfunktion der CD8+ T-Zellen liegt in der Eliminierung erregerbefallener 

Zellen und Tumorzellen [79].  

Wie in Abschnitt 5.5 erwähnt, präsentieren T-Lymphozyten abhängig vom 

Reifezustand und Aktivierungsgrad bestimmte Isoformen des CD45-Moleküls. 

CD45RA ist auf naiven T-Zellen zu finden, während CD45RO von T-

Gedächtniszellen und T-Effektorzellen exprimiert wird [80, 81].  

5.6.4 B-Zellen 

B-Zellen gehören wie die T-Zellen zum adaptiven Immunsystem. Ihre Hauptaufgabe 

ist die Antikörperproduktion. CD20 ist ein Antigen der B-Lymphozyten und findet sich 

(außer auf Stamm- und Plasmazellen) auf fast allen Reifungsstadien der B-

Lymphozyten [82-84]. Es soll in die Aktivierung von B-Zellen involviert sein [85]. Die 

Blockade des CD20-Moleküls stellt einen wichtigen therapeutischen Ansatz bei 

etlichen hämato-onkologischen und autoimmunen Erkrankungen dar [86]. Neben 

CD20 exprimiert ein Großteil der reifen B-Zellen auch das HLA-DR-Molekül, welches 

die B-Zelle zur Antigenpräsentation und Interaktion mit T-Zellen befähigt.  

5.6.5 Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) 

Trotz ihres lymphogenen Ursprungs zählen NK-Zellen zum angeborenen 

Immunsystem. Ihre Hauptfunktionen sind die Produktion von Zytokinen und die 

direkte Eliminierung von Zielzellen [87].  

Die Charakterisierung von NK-Zellen aus dem peripheren Blut erfolgt über die 

Oberflächenmarker CD16 und CD56 und das Fehlen des T-Zell-Rezeptorteils CD3 
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[87]. Dabei können anhand der relativen Stärke der Expression zwei NK-Zell-

Hauptpopulationen unterschieden werden: CD3-CD16+CD56schwach und CD3-

CD16schwach/-CD56hoch
 [88, 89].  

Bei CD16 handelt es sich um den Fc gamma-Rezeptor III. Der Fc-Teil von 

Antikörpern stellt die Zielstruktur dieses Oberflächenmoleküls dar. Durch einen 

antikörpervermittelten Mechanismus trägt er zur Lyse von opsonierten Zellen bei 

[90].  

CD56 ist eine Isoform des neuralen Zelladhäsionsmoleküls und wird von NK-Zellen, 

aber auch von Neuronen exprimiert. Welche Rolle dieses Protein bei den  

Immunabwehrmechanismen der NK-Zellen spielt, ist letztlich nicht geklärt [91].  

 

5.7 Synoviale hämatopoetische Immunzellen und Arthrose 

In der Literatur ist das Vorkommen zahlreicher hämatopoetischer Zelltypen 

beschrieben. Makrophagen und T-Zellen [92-110] bildeten die größeren Anteile, aber 

auch B-Zellen [17, 96, 98, 101, 104-108, 111-114], Mastzellen [115-125], 

dendritische Zellen [102, 106, 126, 127], Neutrophile [94, 100, 104, 105, 108, 113] 

und NK-Zellen [128] wurden detektiert [102, 115, 129].  

In arthrotischer Gelenkhaut finden sich sowohl CD4+ T-Helferzellen als auch CD8+ 

zytotoxische T-Zellen (siehe 5.6.3). 

Der Fokus der meisten Studien lag bisher auf den CD4+ T-Zellen. Allerdings war 

auch die Verteilung und Funktion der CD8+ T-Zellen in der Pathogenese der 

Gelenkarthrose Gegenstand mehrerer Arbeiten. In verschiedenen Untersuchungen 

wurde beobachtet, dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen den Krankheitsverlauf 

von Arthrose beeinflussen [130-133]. Der Knockout beider T-Zell-Subtypen 

reduzierte die Gelenkschädigung in Mausmodellen für Arthrose [134, 135].  

 

5.8 Phänotypische Charakterisierung von synovialen Fibroblasten 

In früheren Arbeiten wurden Oberflächenmarker wie Podoplanin, CD73, CD90 und 

CD34 und CD248 genutzt, um Fibroblasten in verschiedenen Geweben zu 

charakterisieren [136, 137].  



 
Literaturdiskussion 

 11 

Podoplanin ist ein transmembranöses Glykoprotein, welches von unterschiedlichen 

Zelltypen, unter anderem auch von tumorassoziierten Fibroblasten, exprimiert wird 

[138]. Es gibt Hinweise darauf, dass es zur Motilität von Fibroblasten beiträgt [139]. 

Bei CD73 handelt es sich um eine Nukleotidase, also ein Enzym, das Nukleotide in 

Nukleoside umwandelt [140-142]. Dabei gebildetes Adenosin hat mitunter anti-

inflammatorische Effekte. In Tumorzellen führt es zu Tumorwachstum [143, 144]. 

CD73 wird von Fibroblasten exprimiert. Es wurde aber beispielsweise auch schon 

auf T-Zellen gefunden [145].   

CD90 (Thy-1-Antigen) ist ein Oberflächenmolekül aus der Immunglobulin-

Superfamilie. Neben Fibroblasten exprimieren unter anderem auch hämatopoetische 

Stammzellen, Nervenzellen und T-Zellen das Protein CD90. Es werden am ehesten 

zelltypspezifische Funktionen angenommen [146]. In Fibroblasten bewirkt es 

Wundheilung und Fibrose [147-149]. 

Bei CD34 handelt es sich um ein Adhäsionsprotein hämatopoetischer Vorläuferzellen 

[150]. Weiterhin wird es durch Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert [151, 152]. 

Obgleich das Protein regelhaft zur Phänotypisierung von Fibroblasten eingesetzt 

wird, ist seine Rolle noch nicht eindeutig geklärt. 

CD248 (Endosialin) ist ein Oberflächenmarker und Adhäsionsprotein von 

Fibroblasten und Perizyten [153]. Die genaue Funktion in Fibroblasten ist bislang 

noch unbekannt [154].   

5.9 Synoviale Fibroblasten und Arthrose 

Während die verschiedenen hämatopoetischen Zellpopulationen bereits in einer 

Vielzahl von Publikationen Erwähnung fanden, wurden synoviale Fibroblasten bisher 

als weitgehend homogene Zellgruppe betrachtet.  

Verschiedene Studien zeigten eine erhöhte Expression von CD90 und CD34 (siehe 

5.8) in der synovialen Subintima (sublining layer) bei Arthrose und rheumatoider 

Arthritis [56, 59, 137, 155-157]. In zwei neueren Arbeiten wurden phänotypisch 

unterschiedliche Fibroblasten-Populationen mit spezifischen mRNA-Signaturen 

sowie funktionellen und anatomischen Unterschieden in der Synovialis von Patienten 

mit rheumatoider Arthritis beschrieben [56, 59]. Die In-vitro-Analyse der Zellgruppen 

deutete darauf hin, dass die CD34-CD90+ und CD34-CD90- Zellen als Modulatoren 

der Osteoklastogenese fungieren, während die CD34+ Zellen hohe Mengen an IL-6 
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freisetzen [56]. Die Rolle unterschiedlicher Fibroblasten-Populationen in der 

Entstehung und dem Krankheitsverlauf von Arthrose wurde bislang nicht untersucht.  

5.10 Interleukin-6 und Arthrose 

In mehreren Studien wurde ein breites Expressionsspektrum an pro-

inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen in Arthrosegelenken gefunden. Mit bis 

zu 10.000-fachen Expressionsunterschieden zeigte sich besonders die IL-6-

Produktion als äußerst variabel [3, 23]. Zudem wurden bei Arthrose erhöhte IL-6-

Expressionslevel in Serum und Synovialflüssigkeit festgestellt, sodass hohe 

diagnostische Aussagekraft für das Interleukin anzunehmen ist [3]. IL-6 in 

Arthrosegelenken korrelierte positiv mit Schmerz und radiologischer Progression der 

Erkrankung [10, 16]. Zudem wurde gezeigt, dass die Blockade des Zytokins die 

Gelenkschädigung in einem Mausmodell für Arthrose reduzierte [158].  

Die Literaturrecherche zu der Frage, welche Zellen das IL-6 bei synovialen 

Entzündungsreaktionen bilden, ergab uneinheitliche Ergebnisse. Bereits vor mehr als 

einem viertel Jahrhundert wurden große Mengen an IL-6 mRNA in synovialen 

Fibroblasten gefunden [159]. Andere Studien zeigten, dass innerhalb der 

hämatopoetischen Zellen hauptsächlich die Makrophagen, aber auch T-Zellen IL-6 

produzierten. In einer Veröffentlichung wurden sogar die Plasmazellen als wichtige 

Quelle für IL-6 herausgestellt [160]. Ein Schwerpunkt dieser Studie war es deshalb, 

die Höhe der IL-6-Produktion und die Produktionsquellen des Zytokins in der 35 

Patienten umfassenden Kohorte zu vergleichen, um zu einem besseren Verständnis 

der Komplexität der synovialen IL-6-Produktion beizutragen.  

 

5.11 Stratifizierung von Arthrose-Patienten 

In der Vergangenheit wurden Arthrose-Patienten beispielsweise nach klinischen und 

radiologischen Merkmalen gruppiert [161].  

In anderen Studien wurden durch umfangreiche Analyse von Zytokinen, Chemokinen 

und Wachstumsfaktoren in Synovialflüssigkeit von Arthrose-Gelenken multiple 

Patientencluster identifiziert, die Heterogenität der Entzündungsvorgänge 

widerspiegeln [1, 162].  

Beide Ansätze leisteten einen Beitrag zur Entschlüsselung der komplexen 

Entzündungsvorgänge in arthrotisch veränderten Gelenken. 
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6 Material und Methoden 

 

6.1 Material 

 
Eine Auflistung von verwendeten Gerätschaften, Einwegmaterial, Reagenzien und 

die Beschreibung der Zusammensetzungen der eingesetzten Puffer und Medien 

finden sich in Tabellen im Anhang dieser Arbeit (Tabellen 5-7). In einer weiteren 

Tabelle, ebenfalls im Anhang, ist eine Liste aller für durchflusszytometrische 

Versuche verwendeten Reagenzien mit Informationen zur jeweils eingesetzten 

Verdünnung (Tabelle 8).   

 

6.2 Patientenrekrutierung 

 
Die Studie wurde unter Zustimmung der Ethikkommission des Benaroya Research 

Institute am Virginia Mason Medical Center (Seattle, Washington, Vereinigte Staaten 

von Amerika) durchgeführt. 

Rekrutiert wurden Patienten, die sich im Virginia Mason Medical Center einer 

Kniegelenkersatz-Operation unterzogen. 

Tabelle 1 zeigt eine Übersicht der demographischen Daten der Patienten. 

 
Tabelle 1: Demographische Daten der rekrutierten Arthrose-Patienten 

Demographische Daten  

Anzahl an Patienten 35 

Alter (in Jahren, Mittelwert ± SD) 65,39 ± 8,33 

Geschlecht (männlich/weiblich) 12/23 

BMI (kg/m2, Mittelwert ± SD) 32,47 ± 7,72 

Ethnie (Weiße/Afroamerikaner/Asiaten) 32/1/2 

Fallzahl/Chirurg (drei Chirurgen 1/2/3) 12/12/11 
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6.3 Synovialgewebe 

 
Gelenkhautgewebe von Arthrose-Patienten wurde von drei unterschiedlichen 

Chirurgen während Kniegelenkersatz-Operationen entnommen. Die Anzahl an 

Operationen war gleichmäßig zwischen den drei Chirurgen aufgeteilt (Tabelle 1). Der 

Chirurg traf die Wahl der anatomischen Region für die Probeentnahme. Direkt im 

Anschluss an die Entnahme wurde das Gewebe gekühlt per Kurierdienst ins Labor 

ausgeliefert. Noch am Operationstag wurde es dort mit einem Skalpell in ca. 100 mg 

große Gewebeproben zerteilt. Das Gewicht jeder einzelnen Probe wurde durch 

Wiegen kontrolliert und dokumentiert (durchschnittlich 106 mg ± 31,5 mg). Über 

Nacht wurden die Proben in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) unter 

Zusatz von 1 % fetalem Rinderserum (FBS), L-Glutamin, Antibiotika (Penicillin, 

Streptomycin, Gentamicin), 50 µM 2-Mercaptoethanol und Aminosäuren in 6-Loch-

Platten kultiviert (1 Gewebestück pro Loch).  

Für ELISA-Untersuchungen bestimmte Proben (3 Proben pro Spender) wurden für 

24 h bis zur Entnahme von Kulturüberständen in oben beschriebenem Kulturmedium 

kultiviert.  

Für durchflusszytometrische Analysen bestimmte Proben (12 Proben pro 

Verdauansatz und Spender) wurden in Kulturmedium (s.o.) unter Zusatz von 

Monensin (10 µM) über Nacht (14-16 h) vorbehandelt. Monensin ist ein 

Proteintransport-Inhibitor, der das Freisetzen intrazellulär produzierter Proteine 

verhindert und somit Zytokine wie das IL-6 durchflusszytometrisch nachweisbar 

macht.  

 

6.4 Enzymatische Zersetzung des Synovialgewebes  

 

Ziel des enzymatischen Gewebeverdaus war die Freisetzung intakter Zellen unter 

möglichst vollständiger Zersetzung der extrazellulären Matrix.  

Dafür wurden zwölf Gewebeproben (ca. 1200 mg Gewebe) je Gewebeverdau-Ansatz 

und Spender zunächst mechanisch mit einer Schere zerkleinert und im Anschluss 

bei 37 °C in einem Enzymcocktail zersetzt. Zum Einsatz kamen dabei verschiedene 

Enzyme (siehe Tabelle 2). 
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Als Basismedium für den Gewebeverdau diente DMEM plus 50 µg/ml DNase. DNase 

hydrolysiert Esterbindungen von Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Molekülen und 

zerteilt die langen Ketten dadurch in kleinere Untereinheiten, sogenannte 

Oligonukleotide. Dispase und Kollagenase P sind Proteasen, die Proteine der 

Extrazellulären Matrix wie beispielsweise Kollagene spalten. Liberase™ TL ist ein 

Enzymgemisch aus Kollagenase und Thermolysin.  

Die verschiedenen, in dieser Arbeit getesteten Verdauprotokolle unterschieden sich 

in Volumen und Zusammensetzung der Enzymcocktails sowie der zeitlichen 

Gesamtlänge des Verdaus: 

Verdau-Ansätze 1-3: 8-800 µg/ml Dispase, 400 µg/ml Kollagenase P (Koll P), 

Medium wurde bis zur vollständigen Gewebezersetzung alle 15 min erneuert (ca. 2 h 

Gesamtlänge);  

Verdau-Ansätze 4+5: 100 µg/ml Liberase™ TL, 30 min oder 60 min Gesamtlänge 

ohne Medium-Erneuerung;  

Verdau-Ansatz 6: 400 µg/ml Kollagenase P, 60 min Gesamtlänge ohne Medium-

Erneuerung.  

Sich aus dem Gewebeverband lösende Zellen wurden in 20 ml kaltes DMEM (+ 10 % 

FBS, 5 mM EDTA, 10 µM Monensin) überführt. Durch Filtern (70 µm Maschenweite) 

wurden Gewebetrümmer von der Zellsuspension getrennt.  

Nach sechsminütiger Zentrifugation der Zellen bei 300xg und Raumtemperatur (RT) 

erfolgte die Depletion roter Blutzellen durch vorsichtiges, einminütiges 

Resuspendieren des Zellpellets in 1 ml Erythrozyten-Lysepuffer (Alfa Aesar Red 

Blood Cell Lysis Buffer, Thermo Fisher Scientific, unverdünnt, bei RT).  

 

6.5 Bestimmung der Zellzahl 

 

Die Anzahl vitaler synovialer Zellen wurde lichtmikroskopisch mithilfe einer 

Zählkammer bestimmt. Zunächst wurde ein definiertes Volumen aus der 

Zellsuspension entnommen und in einem bestimmten Verhältnis (1:2 – 1:40) mit 

Trypanblau gefärbt. Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff, der intakte Zellmembranen nicht 

passieren kann und aus diesem Grund nur beschädigte Zellen dunkelblau färbt. 10 µl 

der Zellsuspension wurden in die Zählkammer überführt und die Gesamtzahl intakter 

Zellen bestimmt.  
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Zuerst wurden hierfür die nicht angefärbten Zellen in dem in 16 Einzelquadrate 

aufgeteilten Großquadrat der Zählkammer ausgezählt. Die Gesamtzahl intakter 

Zellen wurde anschließend nach folgender Formel berechnet:   

 

 

6.6 Durchflusszytometrie 

 

6.6.1 Messprinzip   

 

Durchflusszytometrie beschreibt eine Messtechnik zum Nachweis von zellulären 

Oberflächenmolekülen und intrazellulären Proteinen. Das Prinzip funktioniert 

wie folgt: An Antikörper (Ak) gekoppelte Fluorochrome binden spezifisch an 

Zielantigene auf oder in den zu untersuchenden Zellen. Bei der Analyse 

intrazellulärer Antigene werden die Zellen vor der Inkubation mit den 

Antikörpern fixiert und permeabilisiert. 

Die mit Antikörpern markierten Zellen werden in einem Flüssigkeitsstrom 

einzeln an einem monochromatischen Laserstrahl vorbeigeleitet. Der 

Laserstrahl regt die Fluorochrome an, sodass sie Photonen aussenden, die 

wiederum detektiert werden. Durch (quantitative) Analyse emittierter Photonen 

werden Anzahl und Art der Fluorochrome und somit die gebundenden 

Oberflächen- oder intrazellulären Antigene gemessen. 

Der Einsatz unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe ermöglicht die gleichzeitige 

Analyse verschiedener zellulärer Antigene und somit die Phänotypisierung von 

Zellsuspensionen. Messungen von Vorwärts- (Forward Scatter/FSC) und 

Seitwärtsstreulicht (Side Scatter/SSC) ermöglichen zudem die Darstellung von 

Zellvolumen (FSC) und Granularität (SSC) der analysierten Zellen. 
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6.6.2 Färbung von Oberflächenantigenen  

 

Eine Auflistung der für die durchflusszytometrischen Färbungen verwendeten 

Reagenzien mit Angaben zur Verdünnung der Antikörper befindet sich im Anhang 

(siehe Tabelle 8). Die Verdünnungen wurden so gewählt, dass negative und positive 

Populationen sicher voneinander zu unterscheiden waren.   

Die Proben wurden nach jeder Inkubation zweimal gewaschen, um ungebundene 

Antikörper und Reagenzien zu entfernen. 

Zunächst wurden zwischen 0,5x105 und 5x105 synoviale Zellen pro Färbung in 

Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS-Puffer) aufgenommen, in eine Vertiefung 

einer 96-Loch-U-Boden-Platte überführt und zentrifugiert (300xg, 4 °C, 4 min).  

Zur Lebend-Tot-Differenzierung wurde das Zellpellet in 20 µl einer 1:150-Verdünnung 

des Viabilitätsfarbstoffes Zombie Aqua™ (verdünnt in PBS-Puffer) resuspendiert und 

für 10 min bei Raumtemperatur vor Licht geschützt inkubiert. Zombie Aqua™ ist ein 

fixierbarer Lebend-Tot-Farbstoff, der beschädigte Zellmembranen passieren kann 

und intrazellulär durch kovalente Aminbindungen fixiert bleibt. So wurden tote und 

beschädigte Zellen markiert und konnten bei der durchflusszytometrischen Analyse 

ausgeschlossen werden.  

Unspezifische Antikörperbindungsstellen, sogenannte Fc-Rezeptoren, wurden durch 

Human TruStain FcX™-Lösung (Fc Receptor Blocking Solution) abgeschirmt. Auf 

diese Weise wurde eine unspezifische Bindung von Fc-Fragmenten der 

Fluorochrom-markierten Antikörper an Fc-Rezeptoren auf Zelloberflächen verhindert. 

Dafür wurden 15 µl der 1:20 in FACS-Puffer (PBS, 2 % FBS, 1 mM EDTA) 

verdünnten Lösung zu den Zellen gegeben und die Probe für 15 min bei 4 °C vor 

Licht geschützt inkubiert. Die Flourochrom-gekoppelten Antikörper zur Färbung von 

Oberflächenantigenen wurden den Proben im Anschluss ohne zwischengeschalteten 

Waschschritt direkt beigefügt und die Probe für 20 Minuten bei 4 °C vor Licht 

geschützt inkubiert (15 µl, Antikörper-Liste mit Verdünnung im Anhang).  

Nach der Inkubation wurden die Zellen durch Waschen von ungebundenen 

Antikörpern befreit. Dafür wurde zu jeder Probe 200 µl FACS-Puffer hinzugegeben 

und die Probe bei 300xg und 4 °C für 4 min zentrifugiert. Der Überstand wurde im 

Anschluss über einem Waschbecken abgeschüttet. Reste des Überstandes wurden 

durch vorsichtiges Ausklopfen der umgedrehten Platte auf einem sauberen 
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Papiertuch entfernt. Zur möglichst vollständigen Befreiung von ungebundenen 

Antikörpern wurde der Waschvorgang ein zweites Mal wiederholt.  

Im Anschluss wurden die Zellen in 200 µl FACS-Puffer aufgenommen und für die 

Messung in ein Teströhrchen mit Rundboden überführt.  

 

6.6.3 Färbung von intrazellulärem IL-6 

 

Die Lebend-Tot-Differenzierung, Fc-Rezeptor-Blockade und die Färbung von 

Oberflächenmolekülen wurden zunächst wie in 6.6.2 beschrieben durchgeführt.  

Die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgte unter Verwendung der 

Reagenzien des Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Sets 

(eBioscience™). Die Probe wurde in Fixierungspuffer fixiert (4°C, 30 min), zweimal 

durch Hinzufügen von 200 µl FACS-Puffer, Zentrifugation (300xg, 4 °C, 4 min) und 

Abschütten des Überstandes gewaschen und anschließend permeabilisiert (4°C, 45 

min). Das im Fixierungspuffer enthaltene Formaldehyd verhinderte durch 

Quervernetzung von Proteinen, dass intrazelluläre Proteine, u.a. Zytokine, vor der 

Färbung aus der Zelle ausgeschleust wurden. Im Permeabilisierungspuffer (1:10 

verdünnt in FACS-Puffer) war Saponin enthalten, welches mit membranständigem 

Cholesterin wechselwirkt und dabei die Zellmembran durchlöchert. Nach erneutem 

Waschen (Hinzufügen von 200 µl FACS-Puffer, Zentrifugation bei 300xg, 4 °C, 4 min 

und Abschütten des Überstandes) wurden die Zellen mit PE-gekoppelten anti-IL-6 

oder Isotyp-Kontrollantikörpern (1:10-Verdünnung in Permeabilisierungspuffer, 

BioLegend) bei 4 °C für 45 min inkubiert. Durch die im Permeabilisierungsschritt 

entstandenen Poren konnten nun die Fluorochrom-konjugierten Antikörper nach 

intrazellulär gelangen und das IL-6 im Zytoplasma markieren. Ungebundene 

Antikörper-Lösung wurde in zwei Waschschritten (Hinzufügen von 200 µl 

Permeabilisierungspuffer, Zentrifugation bei 300xg, 4 °C, 4 min und Abschütten des 

Überstandes) entfernt. Die Probe wurde in 200 µl FACS-Puffer aufgenommen und für 

die Messung in ein Teströhrchen mit Rundboden überführt.  

6.6.4 Messung und Auswertung der durchflusszytometrischen Daten 

 

Alle durchflusszytometrischen Messungen für diese Arbeit wurden mit dem 

CytoFLEX S Flow Cytometer von Beckman Coulter durchgeführt. Dieses Zytometer 
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verfügte über vier Laser. Zeitgleich konnten bis zu 13 unterschiedliche Fluorochrome 

detektiert werden.  

Die Kompensation wurde mittels Einzelfärbungen von Zellen (Viabilitätsfarbstoff) und 

Kompensationspartikeln, engl. beads, (alle Primärantikörper) durchgeführt. Bei einer 

Kompensation bei durchflusszytometrischen Analysen handelt es sich um eine 

Korrektur des Messsignals. Sie ist notwendig, weil ein Flourochrom nicht nur eine 

bestimmte Wellenlänge emittiert, sondern ein größeres Spektrum von Wellenlängen 

um einen Maximalwert herum aussendet und somit gleichzeitig in mehreren Kanälen 

des Durchflusszytometers gemessen wird [163]. 

Die gemessenen Daten wurden mit der Kaluza® Software (Beckman Coulter) 

ausgewertet. Die IL-6+ Population wurde durch Isotypkontrollen identifiziert. Alle 

anderen markerpositiven Populationen wurden durch „Fluoreszenz minus Eins“-

Kontrollen, engl. fluorescence minus one controls (FMO-Kontrollen) abgegrenzt. 

 

6.7 Gewinnung von Gewebekultur-Überständen  

 

Drei Gewebeproben pro Spender à ca. 100 mg wurden in 2 ml Zellkulturmedium auf 

DMEM-Basis (siehe Tabelle 6) bei 37 °C in 6-Loch-Zellkulturplatten (1 Gewebestück 

pro Vertiefung) inkubiert. Nach 24 h wurde vorsichtig je 1 ml Überstand aus jeder 

Vertiefung entnommen und bei - 20 °C bis zur Testung eingefroren.  

6.8 Multiplex-Analyse der Kulturüberstände 

 

Die Konzentrationen von Adiponektin, Adipsin, Interferon-gamma (IFN-γ), Interleukin-

1 beta (IL-1β), IL-6, IL-8, Interleukin-10 (IL-10), Interferon-induzierbarem Protein 10 

(IP-10 oder CXCL10), Leptin, Melanomzell-Adhäsionsprotein 1 (MCP-1 oder CCL2), 

Retinol-bindendem Protein 4 (RBP4), Resistin und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-

α) aus den Synovialgewebe-Überständen wurden mithilfe der LEGENDplex™-

Technologie (BioLegend), einem auf der Technik der Durchflusszytometrie 

basierendem Multiplex-ELISA, bestimmt. Der Versuch wurde in Orientierung an das 

Herstellerprotokoll durchgeführt. Die eingesetzten Reagenzien entstammten dem 

Versuchskit.  
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Das Prinzip des Assays ist wie folgt: Es kommen Partikel (engl. beads) zweier 

Größen zum Einsatz, die durchflusszytometrisch durch Darstellung von Vorwärts- 

(FSC) gegen Seitwärtsstreulicht (SSC) unterschieden werden können. Die Partikel 

beider Größen kommen je in sechs bzw. sieben verschiedenen 

Fluoreszenzintensitäten (Allophycozyanin/APC) vor, sodass insgesamt dreizehn 

verschiedene Partikel-Typen unterschieden werden können. Partikel eines Typs sind 

an Antikörper mit der gleichen Antigenbindungsstelle gekoppelt. Bei Inkubation mit 

Zellen binden die an Partikel gekoppelten Antikörper spezifisch an ihr Antigen auf der 

Zelloberfläche. Insgesamt enthält das Versuchskit dreizehn verschiedene Partikel-

Antikörper-Konjugate, sodass dreizehn unterschiedliche Adipokine gemessen 

werden können.  

Waschpuffer, Partikelmischung und Standard-Cocktail sowie die Standard-

Verdünnungen wurden nach Herstellerangaben vorbereitet. Die Zellkulturüberstände 

wurden auf Eis aufgetaut und 1:100 mit Assay-Puffer verdünnt. Je 12,5 µl Puffer, 

Probenverdünnung oder Standard, Partikelgemisch und biotinylierte 

Detektionsantikörper wurden in eine V-Boden-Mikroplatte mit 96 Löchern gegeben. 

Die Proben wurden anschließend bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. 

Nach 2 h wurde jedem Loch 12,5 μl Streptavidin-Phycoerythrin (PE) hinzugefügt. 

Erneut wurden die Proben für 30 min vor Licht geschützt auf dem Schüttler inkubiert, 

sodass das Streptavidin-PE an das Biotin der Detektionsantikörper binden konnte. 

Anschließend wurden 200 μl Waschpuffer pro Loch hinzugegeben, die Platte bei 

1000xg für 5 min zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgenommen. In zwei 

weiteren Waschschritten wurden ungebundene Reagenzien von den Partikeln 

entfernt. Die Probe wurde schließlich in 200 μl Waschpuffer aufgenommen und 

resuspendiert. Die durchflusszytometrische Messung wurde am gleichen Tag 

durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des im Versuchskit enthaltenen 

Auswert-Programms. Die Zytokin-Konzentrationen wurden über Standardkurven für 

jedes lösliche Protein ermittelt und auf das Probengewicht normalisiert (pg/ml/mg 

Gewebe).  
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Abbildung 1: Darstellung des Legendplex-Assay-Prinzips 

(A) Schematische Darstellung des Assay-Prinzips am Beispiel des IL-6-Nachweises. (B) Darstellung 
von Vorwärtsstreulicht (FSC) gegen Seitwärtsstreulicht (SSC) zur Unterscheidung der beiden 
unterschiedlich großen Partikel-Populationen. (C) Darstellung von APC gegen PE zur Unterscheidung 
der insgesamt dreizehn Partikel-Typen. Die Unterscheidung der Partikel erfolgte anhand der 
unterschiedlichen intrinsischen APC-Fluoreszenzen. (D) Darstellung der Standardkurve zur Ermittlung 
der Konzentration des Zytokin, hier am Beispiel von IL-6. 
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6.9 Statistische Auswertung 

 

Die statistischen Auswertungen wurden im Programm GraphPad Prism 7 

durchgeführt. 

Weil die Ergebnisse der Versuche zur Etablierung der Versuchsbedingungen und zu 

den Vergleichen der unterschiedlichen Verdaubedingungen weitgehend 

normalverteilt waren, wurden sie mit dem Mittelwert ± Standardabweichung 

zusammengefasst und mittels parametrischer Tests statistisch bewertet (t-Test, 

einfaktorielle Varianzanalyse mit Mehrfachvergleichen).  

Alle übrigen Ergebnisse der Untersuchungen zur zellulären Zusammensetzung des 

Synovialgewebes, IL-6-Produktion und Heterogenität der Entzündungsantwort 

wurden mit dem Median und dem Interquartilsabstand (IQR, 25.-75. Perzentile) 

zusammengefasst und mittels non-parametrischer Testverfahren (Kruskal-Wallis-

Test mit der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche, Spearman-Korrelation) 

statistisch bewertet.  

P-Werte ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Genaue Angaben zum 

jeweils verwendeten Test finden sich im Untertext der entsprechenden Abbildungen.  

 

Die Clustering-Analysen wurden mithilfe des internet-basierten Programms ClustVis 

(biit.cs.ut.ee/clustvis/30) durchgeführt.  
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7 Ergebnisse  

7.1 Überblick über den Versuchsaufbau 

 
In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass Synovialitis in Arthrose-Gelenken 

heterogen verläuft [1-22]. Ursächlich hierfür können Unterschiede in zugrunde 

liegenden Krankheitsprozessen sein.  

Ziel dieser Arbeit war die phänotypische Analyse der Heterogenität synovialer 

Gewebereaktionen mittels durchflusszytometrischer Ex vivo-Charakterisierung sowie 

Multianalyt-ELISA-Untersuchungen nach zeitlich begrenzter Kultivierung von 

intaktem Gewebe (Abbildung 2). Die Kombination der oben genannten 

experimentellen Ansätze erlaubte die gleichzeitigen Messungen der zellulären 

Zusammensetzung und Expression löslicher Proteine sowie die Zusammenführung 

der Daten in Cluster-Analysen. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf das 

Zytokin IL-6 gelegt, denn aus früheren Arbeiten war bekannt, dass die Expression 

von IL-6 in geschädigten Gelenken stark variiert und mit dem Ausmaß der 

Gelenkschädigung assoziiert ist [3, 6, 7, 10, 23].  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus 

Synovialgewebe wurde in Proben von ca. 100 mg portioniert und in 6-Loch-Platten kultiviert. Nach 24 
h wurde von drei unbehandelten Proben pro Spender Überstand abgenommen und in jedem 
Überstand die Konzentration von Adipokinen, Zytokinen und Chemokinen durchflusszytometrisch in 
einem Multianalyt-Immunoassay bestimmt. Weitere zwölf Proben pro Gewebeverdau-Ansatz und 
Spender wurden über Nacht (ca. 16 h) mit dem Proteintransport-Inhibitor Monensin (10 µM) 
behandelt. Nach ca. 16 h wurden die zwölf Gewebeproben gesammelt, mechanisch zerkleinert und 
enzymatisch zersetzt, um die synovialen Zellen aus dem Gewebeverband zu lösen. Die Expression 
von Oberflächenmarkern und intrazellulärem IL-6 wurde anschließend durchflusszytometrisch 
untersucht.  
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7.2 Überblick über die synovialen Zellpopulationen 

 
Im Synovialgewebe sind im Wesentlichen drei verschiedene Zellpopulationen zu 

finden: 

hämatopoetische Zellen (CD45+), Endothelzellen (CD45-CD31+) und mesenchymale 

Zellen (CD45-CD31-). Die Unterscheidung dieser drei Zellgruppen erfolgte 

durchflusszytometrisch in einem sogenannten Plot, einer zweidimensionalen 

Darstellung der Zellen anhand der Expression zweier Parameter, in diesem Fall der 

Oberflächenmarker CD31 und CD45. CD31 markierte dabei die Endothelzellen und 

CD45 die hämatopoetischen Zellen (siehe 5.5).  

Die Eingrenzungsstrategie (engl. Gating) zur Unterscheidung der drei Zellgruppen 

wurde an einem untersuchten Spender beispielhaft in Abbildung 3 dargestellt. Die 

Synovialis des dargestellten Spenders enthielt 35,3 % CD45+ hämatopoetische 

Zellen (blau), 3,4 % CD45-CD31+ Endothelzellen (grün) und 61,0 % CD45-CD31- 

mesenchymale Zellen (rot). Die Farbkodierung wurde auch in den folgenden 

Abbildungen beibehalten.  

 

 

Abbildung 3: Gating-Strategie zur Unterscheidung von hämatopoetischen 
   Zellen, Endothelzellen und mesenchymalen Zellen 

Durch Darstellung von Zellgröße (Vorwärtsstreulicht = FSC-A) gegen Granularität (Seitwärtsstreulicht 
= SSC-A) konnten synoviale Zellpopulationen unter Ausschluss von Zelltrümmern identifiziert werden. 
Sogenannte Doubletten, also aneinander haftende Zellen, wurden in der FSC-Weite (FSC-W)/FSC-
Höhe (FSC-H)-Grafik ausgeschlossen. Die Einzelzellen wurden in der SSC-A/Viabilitätsfarbstoff 
(Zombie Aqua™)-Grafik dargestellt und die nicht gefärbten, also vitalen, Zellen ausgewählt. 
Schließlich wurden die drei großen synovialen Zellpopulationen anhand der Expression von CD31 und 
CD45 unterschieden: CD45+ hämatopoetische Zellen (blau), C45-CD31+ Endothelzellen (grün) und 
CD45-CD31- mesenchymale Zellen (rot).  
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7.3 Etablierung der Kultivierungsbedingungen 

7.3.1 Definieren der Gewebemenge  

 
Zunächst wurde die Menge an Synovialgewebe definiert, die nötig war, um die 

prozentualen Anteile der drei großen Zellpopulationen akkurat zu bestimmen. Hierfür 

wurde das Synovialgewebe eines Spenders mechanisch in Gewebeproben von je ca. 

100 mg zerteilt. Aus diesen Gewebestücken wurden nun zufällig Proben ausgewählt 

und für jeden Versuch in je zweimal 4, 8 und 12 Proben (ca. 400, 800 und 1200 mg) 

zusammengefasst (Replikate). Das Gewebe jedes Versuchsansatzes wurde getrennt 

voneinander enzymatisch zersetzt und die Zellausbeute bestimmt (siehe 6.5). Wie 

erwartet, nahm die Zellzahl linear mit der Gewebemenge zu (Abbildung 4B).  

 

 

Abbildung 4: Der Einfluss der Gewebemenge auf die Zellausbeute 

(A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Für den Versuch wurde das Synovialgewebe 
eines Spenders in ca. 100 mg schwere Proben zerteilt und in Gruppen von je zweimal 4, 8 und 12 
Proben (Replikate) zusammengefasst. (B) Das Gewebe jedes Versuchsansatzes wurde getrennt 
voneinander enzymatisch zersetzt (Verdau-Protokoll 1, 800 µg/ml Dispase, für 2 h) und die 
Zellausbeute nach Trypanblau-Exklusion manuell mithilfe einer Zählkammer bestimmt.  
Statistik in (B): Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=4 (Messdaten der Replikate 
gemittelt). Die statistische Auswertung erfolgte mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanalyse 
mit wiederholten Messungen. Der Unterschied der Zellausbeute zwischen 4 und 12 Gewebeproben 
war statistisch signifikant, p=0,044. 

 

Zur Bestimmung des Einflusses der Gewebemenge auf die Zuverlässigkeit bei der 

Analyse der zellulären Zusammensetzung wurden die Replikate jedes 

Versuchsansatzes voneinander subtrahiert. 
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Überraschenderweise führten alle Versuchsansätze zu relativ zuverlässigen 

Ergebnissen bezüglich der grundsätzlichen zellulären Zusammensetzung des 

Gewebes. Untersucht wurden die prozentualen Anteile von CD45+ hämatopoetischen 

Zellen, CD45-CD31+ Endothelzellen und CD45-CD31- mesenchymalen Zellen 

(Abbildung 5).  

 

 

Abbildung 5: Der Einfluss der Gewebemenge auf die technische  
   Reproduzierbarkeit der durchflusszytometrischen Messung 
   der prozentualen zellulären Zusammensetzung 

Synovialgewebe eines Spenders wurde in ca. 100 mg große Proben zerteilt. Je zweimal 4, 8 und 12 
Proben wurden zusammengefasst und die Replikate getrennt voneinander enzymatisch zersetzt 
(Verdau-Protokoll 1, 800 µg/ml Dispase, für 2 h). (A) Die prozentualen Anteile von hämatopoetischen 
Zellen (CD45+), Endothelzellen (CD45-CD31+) und mesenchymalen Zellen (CD45-CD31-) wurden 
durchflusszytometrisch bestimmt und die Replikate jedes Versuchsansatzes voneinander subtrahiert. 
(B) Exemplarische Darstellung des Rechenwegs am Beispiel der CD45+ hämatopoetischen Zellen.  
Statistik in (A): Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=4. Die statistische Auswertung 
erfolgte mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten Messungen und der 
Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht 
signifikant.  

 
Im nächsten Schritt wurden bei gleichem Versuchsaufbau auch die 

hämatopoetischen (Abbildung 6A+B) und mesenchymalen Zellmarker (Abbildung 

6C+D) untersucht.  

Erneut zeigte sich selbst bei Analyse der technischen Replikate des 400 mg-

Versuchsansatzes (4 Proben) mit einer mittleren Differenz < 10 % wenig 

Expressionsvarianz der analysierten Oberflächenmarker.  

Obwohl die Unterschiede bei vier untersuchten Spendern keine statistische 

Signifikanz erreichten, führte eine höhere Gewebemenge tendenziell zu geringerer 

Expressionsvarianz. Aus diesem Grund wurden für alle folgenden 
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durchflusszytometrischen Analysen je zwölf Gewebeproben untersucht.  

 

 

Abbildung 6: Der Einfluss der Gewebemenge auf die technische  
   Reproduzierbarkeit der durchflusszytometrischen Messung 
   von hämatopoetischen und mesenchymalen   
   Oberflächenmarkern 

Synovialgewebe eines Spenders wurde in ca. 100 mg große Proben zerteilt. Je zweimal 4, 8 und 12 
Proben wurden zusammengefasst und die Replikate getrennt voneinander enzymatisch zersetzt.  
(A) Legende für die Abbildungen B-E. Die Expression von hämatopoetischen (B+C, Vor-Gate CD45+) 
und mesenchymalen Zellmarkern (D+E, Vor-Gate CD45-CD31-) wurde durchflusszytometrisch 
bestimmt und die Replikate jedes Versuchsansatzes voneinander subtrahiert. Panel C+E wurden 
wegen abweichender Skalierung getrennt von den Hauptgraphen B+D dargestellt.  
Zuordnung von Oberflächenmarkern und Zelltypen: hämatopoetische Immunzellen (CD45+): 
Makrophagen CD11b, HLA-DR, CD14, CD206; Neutrophile CD66b, (CD11b);  
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B-Zellen CD20, HLA-DR; T-Zellen CD3; mesenchymale Zellen (CD45-CD31-): Perizyten CD146; 
Fibroblasten Podoplanin (PDPN), CD73, CD90, CD34, CD248.  
Statistik: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=4. Die statistische Auswertung 
erfolgte mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten Messungen und der 
Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht 
signifikant.  

 

7.3.2 Übernachtkultivierung mit Monensin  

 
Um das sekretorische Protein IL-6 für durchflusszytometrische Analysen zugänglich 

zu machen, wurden alle für durchflusszytometrische Untersuchungen bestimmten 

Gewebeproben mit dem Proteintransport-Inhibitor Monensin (10 µM) über Nacht 

vorbehandelt. Um sicherzugehen, dass die Übernachtkultur und Vorbehandlung mit 

Monensin die zelluläre Zusammensetzung des Synovialgewebes dabei nicht 

verfälschte, wurden die Zellausbeute und Zusammensetzung aus frischem Gewebe 

an Tag 0 (Tag der Gewebeentnahme) und aus mit Monensin vorbehandeltem 

Gewebe an Tag 1 verglichen. Die Übernachtkultur mit Monensin reduzierte die 

Zellausbeute um etwa ein Drittel (Abbildung 7B).  

 

 

Abbildung 7: Der Einfluss von Monensin auf die zelluläre Ausbeute 

(A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Je zwölf ca. 100 mg schwere Gewebeproben 
pro Spender wurden an Tag 0 und Tag 1 nach Übernachtkultivierung mit Monensin (10 µM) 
enzymatisch zersetzt (Verdau-Protokoll 1, 800 µg/ml Dispase, für 2 h). An beiden Tagen wurde die 
Zellausbeute manuell auf einer Zählkammer nach Trypanblau-Exklusion bestimmt. Statistik in (B): 
Anwendung des t-Tests zur statistischen Auswertung, n=3. Der Unterschied der Zellausbeute 
zwischen Tag 0 und Tag 1 erreichte statistische Signifikanz, p=0,02.  
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Die genauere Analyse der zellulären Zusammensetzung zeigte aber, dass der 

Zellverlust weder die Hauptpopulationen (Abbildung 8B) noch ihre spezifischen 

Untergruppen disproportional beeinträchtigte (Abbildung 8C+D).  

Insgesamt blieb die generelle zelluläre Zusammensetzung durch die Monensin-

Vorbehandlung weitgehend unverfälscht. Die Varianz war bei Normierung auf Tag 0 

in kleineren Zellpopulationen wie den CD45+CD66b+ Neutrophilen (Abbildung 8B), 

CD45+CD3+ T-Zellen, CD45+CD20+ B-Zellen und CD45-CD31-CD146+ Perizyten 

(Abbildung 8C) sichtbar größer, erreichte aber bei n=3 Wiederholungen keine 

statistische Signifikanz. Somit konnte der gewählte Ex-vivo-Versuchsansatz für die 

durchflusszytometrische Analyse intrazellulärer Zytokine validiert werden.  
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Abbildung 8: Der Einfluss von Monensin auf die zelluläre   
   Zusammensetzung 

Je zwölf ca. 100 mg schwere Gewebeproben pro Spender wurden an Tag 0 und Tag 1 nach 
Übernachtkultivierung mit Monensin (10 µM) enzymatisch zersetzt (Verdau-Protokoll 1, 800 µg/ml 
Dispase, für 2 h). Durch Färbung wurde die Expression von Oberflächenmarkern 
durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Legende für Abbildung B. (B) Vergleich der absoluten 
prozentualen Anteile von CD45+ hämatopoetischen Zellen, CD45-CD31+ Endothelzellen und CD31-

CD45- mesenchymalen Zellen an Tag 0 (blass gefärbte Balken, Datenpunkte=Quadrate) und Tag 1 
(kräftig gefärbte Balken, Datenpunkte=Kreise). (C+D) Die auf Tag 0 normierten prozentualen Anteile 
der hämatopoetischen (C, Vor-Gate CD45+) und mesenchymalen Zellmarker (D, Vor-Gate CD45-

CD31-) sind dargestellt.  
Zuordnung von Oberflächenmarkern und Zelltypen: hämatopoetische Immunzellen (CD45+): 
Makrophagen CD11b, HLA-DR, CD14; Neutrophile CD66b, (CD11b); B-Zellen CD20, HLA-DR; T-
Zellen CD3; Endothelzellen (CD45-CD31+): CD31; mesenchymale Zellen (CD45-CD31-): Perizyten 
CD146; Fibroblasten Podoplanin (PDPN), CD73, CD90, CD34. 
Statistik: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=3. Die statistischen Auswertungen 
erfolgten mittels t-Test (B) und parametrischer, einfaktorieller Varianzanayse mit wiederholten 
Messungen und der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche (C+D). Die Unterschiede zwischen den 
Gruppen waren nicht signifikant.  
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7.4 Optimierung der enzymatischen Gewebezersetzung  

 
Um das Herauslösen der Zellen aus der extrazellulären Matrix zu erleichtern, wurde 

der enzymatische Gewebeverdau gegenüber der alleinigen mechanischen 

Zersetzung bevorzugt. Enzymatische Gewebezersetzung kann den 

durchflusszytometrischen Nachweis von Oberflächenmolekülen durch deren 

Abspaltung verhindern. Eine wesentliche methodische Zielsetzung dieser Arbeit war 

deshalb die Optimierung des enzymatischen Gewebeverdaus für die 

durchflusszytometrische Analyse einer Vielzahl von Oberflächenmolekülen 

verschiedener Zelltypen. Getestet wurden sechs Protokolle, die allesamt in früheren 

Studien synovialer oder mesenchymaler Zellen zur Anwendung gekommen waren 

(Tabelle 2) [53-57, 164]. 

Alle sechs Enzymcocktails enthielten 50 µg/ml DNase, unterschieden sich aber 

hinsichtlich zwischenzeitlicher Erneuerung des Verdaumediums, der Gesamtdauer 

des Verdaus und weiterer Enzymzusätze.  

 
Tabelle 2: Zusammenfassung der sechs verschiedenen getesteten  
  Verdaubedingungen 

 

Die ersten drei Gewebeverdau-Ansätze (1 bis 3) waren an Protokolle zur Extraktion 

fibroblastischer retikulärer Zellen aus Lymphknoten angelehnt und enthielten neben 

Kollagenase P die Protease Dispase in unterschiedlichen Konzentrationen [164]. In 

15-minütigen Abständen wurde das Verdaumedium bis hin zur vollständigen 

Gewebezersetzung nach etwa 2 h erneuert.  
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Die Verdauansätze 4 bis 6 ähnelten früheren Protokollen zur Zersetzung von 

Synovialgewebe [53-55]. Hier wurde das Gewebe ohne Enzym-Erneuerung für eine 

begrenzte Zeit verdaut. In den Ansätzen 4 und 5 kam der käuflich erwerbliche 

Enzymcocktail Liberase™ TL aus Kollagenase und Thermolysin zum Einsatz. Die 

zeitliche Gesamtlänge des Verdaus war auf 30 min in Ansatz 4 bzw. auf 60 min in 

Ansatz 5 begrenzt. In Verdauansatz 6 wurde Kollagenase P bei einer Verdaudauer 

von 60 min ohne Dispase- und Liberase-Zusätze getestet.  

 

7.4.1 Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die Zellausbeute 

und Zellviabilität 

 

Der Einsatz von Dispase in hoher Konzentration in Kombination mit Enzym-

Erneuerung und längerer Gesamtdauer des Verdaus in Ansatz 1 steigerte die 

Zellausbeute verglichen mit den übrigen Verdaubedingungen (Ansätze 2-6) 

signifikant (Abbildung 9A). Durch Gewebezersetzung mit der höchsten Dispase-

Konzentration (Protokoll 1) wurden durchschnittlich 1,8 x 106 Zellen pro Gramm 

Gewebe isoliert, mehr als doppelt so viele wie durch Anwendung aller anderen 

Protokolle (2-6). 

 

Eine Ursache für die höhere zelluläre Ausbeute in Verdauansatz 1 lag in der 

erreichten höheren Zellviabilität (Abbildung 9B). Sie war in Verdauansatz 1 mit 

durchschnittlich 62,1 % am größten und nach enzymatischer Zersetzung mit nur 8 

µg/ml Dispase (3), Liberase™ (4+5) und Kollagenase P (6) signifikant geringer. 
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Abbildung 9: Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die 
   Zellausbeute und Zellviabilität 

Ca. 1200 mg Gewebe pro Verdauansatz und Spender wurde nach sechs verschiedenen Protokollen 
enzymatisch zersetzt. (A) Die Zahl intakter Zellen/g Gewebe wurde nach Trypanblau-Exklusion 
manuell mithilfe einer Zählkammer bestimmt (siehe 6.5). (B) Die Zellviabilität wurde im Anschluss 
durch Färbung mit dem fixierbaren Viabilitätsfarbstoff Zombie Aqua™ durchflusszytometrisch 
gemessen.  
Eine schematische Darstellung der Protokolle der Verdauansätze 1-6 befindet sich unter Graph A 
(siehe auch Tabelle 2), Koll P = Kollagenase P. 
Statistik: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, A: n=5, B: n=4. Der Unterschied bei der 
Anzahl an Wiederholungen ergab sich daraus, dass die Viabilitätsfärbung in einem der gezeigten 
Versuchsansätze nicht auswertbar war. Ein Versuch musste von den folgenden 
durchflusszytometrischen Analysen ausgeschlossen werden.  
Die statistische Auswertung erfolgte mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanayse mit 
wiederholten Messungen und der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche. Die p-Werte beschreiben 
jeweils die Signifikanz des Unterschieds zu Verdauansatz 1. * p<0,05, ** p<0,01.  
 

7.4.2 Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die 

durchflusszytometrische Messung der zellulären Zusammensetzung  

 

Erwartungsgemäß waren auch die absoluten Zahlen der hämatopoetischen Zellen 

(CD45+, blau), Endothelzellen (CD45-CD31+, grün) und mesenchymalen Zellen 

(CD45-CD31-, rot) in Ansatz 1 am höchsten (Abbildung 10A). Allerdings wurden bei 

Vergleich der verschiedenen Verdauansätze keine Unterschiede hinsichtlich der 

prozentualen Anteile der drei Zellgruppen gefunden (Abbildung 10B). Dies zeigte, 
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dass die hier untersuchten Zellpopulationen der Synovialis durch Anwendung aller 

untersuchten Verdauprotokolle adäquat isoliert werden konnten.  

 

Abbildung 10: Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die 
   durchflusszytometrische Messung der zellulären   
   Zusammensetzung 

Synovialgewebe von vier Spendern wurde nach sechs verschiedenen Verdauprotokollen enzymatisch 
zersetzt. Nach Bestimmung von Zellausbeute und Zellviabilität wurden die absoluten Zahlen (A) und 
prozentualen Anteile (B) von CD45+ hämatopoetischen Zellen, CD45-CD31+ Endothelzellen und 
CD45-CD31- mesenchymalen Zellen bestimmt. Der prozentuale Anteil (B) wurde 
durchflusszytometrisch gemessen. Die Zellzahl der unterschiedlichen Populationen (A) wurde aus der 
manuell gemessenen Zelldichte und den durchflusszytometrisch bestimmten prozentualen Anteilen 
berechnet. Der prozentuale Anteil der drei Zelltypen (B) wurde auf Verdauansatz 1 (Dispase 800 
µg/ml, für 2 h) normiert.  
Eine schematische Darstellung der Protokolle der Verdauansätze 1-6 befindet sich unter Graph B der 
hämatopoetischen Zellen (siehe auch Tabelle 2), Koll P = Kollagenase P.  
Statistik: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=4. Die statistische Auswertung 
erfolgte mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten Messungen und der 
Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche. Die Unterschiede zwischen Verdauansatz 1 und den 
anderen Verdaubedingungen (2-6) erreichten im Einzelnen keine statistische Signifikanz. Gezeigt sind 
die p-Wert-Zusammenfassungen über alle Verdaubedingungen. Die nicht gezeigten p-Werte in (B) 
sind alle größer als 0,2.  
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7.4.3 Zelltyp-spezifische Feinabstimmung der enzymatischen 

Gewebezersetzung  

 
Anschließend wurden die Auswirkungen der unterschiedlichen Gewebezersetzungen 

auf die Färbung der Oberflächenmarker für durchflusszytometrische Analysen 

getestet.  

Die Anwendung von Proteasen birgt die Gefahr der Abspaltung von 

Oberflächenmarkern. Gleichzeitig ist das Herauslösen der Zelle aus dem 

Gewebeverband durch Zerschneiden von Bestandteilen der extrazellulären Matrix 

essenziell. Weil verschiedene Zelltypen im Synovialgewebe unterschiedlich lokalisiert 

sind und verschiedene Oberflächenmarker Unterschiede in Aufbau und Stabilität 

aufweisen, war anzunehmen, dass zelltypspezifische Verdauprotokolle den 

durchflusszytometrischen Nachweis der einzelnen Zellpopulationen verbessern 

können.  

Für viele der untersuchten Marker wie z.B. CD8, CD45RA, CD45RO, CD11b, CD14, 

HLA-DR und CD206 (siehe 5.5 - 5.6) ergaben sich keine signifikanten 

Veränderungen (Tabelle 3).  
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Tabelle 3: Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die  
  Färbung von Oberflächenmarkern 

Synovialgewebe von n=3-5 Spendern wurde auf sechs verschiedene Weisen enzymatisch zersetzt 
(siehe Tabelle 2, ca. 1200 mg Gewebe pro Verdauansatz). Die hier aufgelisteten Oberflächenmarker 
wurden im Anschluss durchflusszytometrisch gefärbt.  
Zuordnung von Oberflächenmolekülen und Zelltypen: mesenchymale Zellen (CD45-CD31-):  
Perizyten CD146; Fibroblasten Podoplanin (PDPN), CD73, CD90, CD34, CD248; hämatopoetische 
Immunzellen (CD45+): Makrophagen CD11b, HLA-DR, CD14, CD206; Neutrophile CD66b, (CD11b); 
B-Zellen CD20, HLA-DR; T-Zellen CD3, CD4, CD8, CD45RA, CD45RO; NK-Zellen CD16, CD56. 
Statistik: Darstellung der absoluten prozentualen Werte (nicht normiert). Statistisch signifikante 
Unterschiede (in der Tabelle fett gedruckt und unterstrichen) wurden mittels parametrischer, 
einfaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten Messungen und der Dunnett-Methode für 
Mehrfachvergleiche ermittelt. Als Referenz diente immer der Verdauansatz mit dem durchschnittlich 
größten prozentualen Anteil des jeweils untersuchten Zellmarkers (kursiv gedruckt). 

 

 

Während die Oberflächenmarker von Makrophagen von den untersuchten 

Verdaubedingungen unbeeinflusst blieben, wurde die Färbung anderer 

Zellpopulationen, unter ihnen CD4+ T-Helferzellen, NK-Zellen und Fibroblasten, 

durch die Art des Gewebeverdaus beeinflusst.  

Die Reduktion der Dispase-Konzentration verbesserte den Nachweis des T Zell-Ko-

Rezeptors CD4 (siehe 5.6.3) signifikant, wie in den Beispiel-Plots in Abbildung 11 

dargestellt ist.  
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Abhängig von der Verdaubedingung wurden die durchschnittlichen Anteile CD4+ 

Zellen in Prozent (Abbildung 11A+C) und die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) 

für CD4 (Abbildung 11D) verglichen. Mit der MFI lässt sich der pro Zelle gebundene 

Fluoreszenzfarbstoff darstellen. Somit ist der Wert indirekt ein Maß für die 

Expression der von den fluoreszenzmarkierten Antikörpern spezifisch gebundenen 

Oberflächenmoleküle pro Zelle. Die Verdauansätze mit niedriger Dispase-

Konzentration (3), Liberase™ für 30 min (4) und Kollagenase P ohne Dispase (6) 

brachten ähnliche Prozente für CD4+ Zellen hervor. Höhere Dispase-Zusätze 

verschlechterten die CD4-Färbung signifikant. Die MFI für CD4 war im Kollagenase 

P-Ansatz (6) am höchsten. Sowohl der Zusatz von Dispase als auch von 

Thermolysin (Komponente von Liberase™) verringerten die Signalstärke. 
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Abbildung 11: Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die 
   CD4-Färbung 

Synovialgewebe von n=3 Spendern wurde auf sechs verschiedene Weisen enzymatisch zersetzt und 
die herausgelösten Zellen für durchflusszytometrische Untersuchungen gefärbt. (A) Dargestellt sind 
repräsentative CD4/CD8-Färbungen der nach unterschiedlichen Verdauprotokollen isolierten Zellen 
eines Spenders (Vor-Gate CD45+CD3+). (B) Auflistung der sechs Verdauprotokolle (siehe auch 
Tabelle 2), Koll P = Kollagenase P. 
(C+D) Der prozentuale Anteil der CD4+ T-Zellen (C) sowie die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) (D) 
von CD4 wurden durchflusszytometrisch gemessen (Vor-Gate CD45+CD3+). Die Ergebnisse in beiden 
Graphen sind auf Verdauansatz 6 normiert dargestellt.  
Statistik in C+D: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=3. Statistisch signifikante 
Unterschiede wurden mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten 
Messungen und der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche ermittelt. Die p-Werte beschreiben die 
Signifikanz des Unterschieds zu Verdauansatz 6. * p=0,025  **p=0,0006  *** p<0,0001. 
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NK-Zellen gehören zum angeborenen Immunsystem und dienen der 

Zytokinproduktion und Zelllyse (siehe 5.6.5). Sie bilden im Blut und vielen anderen 

menschlichen Gewebetypen zwei Hauptpopulationen mit den Phänotypen CD3-

CD16+CD56schwach und CD3-CD16schwach/-CD56hoch aus [87, 89, 91]. Die Färbung der 

beiden synovialen NK-Zell-Populationen wurde bei Vergleich mit den CD4+ T-Zellen 

durch andere Verdaubedingungen begünstigt. Zellen mit dem Phänotyp 

CD16+CD56schwach konnten in allen Verdau-Ansätzen gemessen werden, am besten 

bei Gewebezersetzung mit Liberase™ für 30 min (4) (Abbildung 12A+C). Die 

Detektion von Zellen mit dem Phänotyp CD16schwach/-CD56hoch gestaltete sich 

hingegen schwieriger (Abbildung 12A+D). Die Liberase-Ansätze (4+5) ergaben die 

besten Färbungsbedingungen für diese Zellgruppe, während der Zusatz von Dispase 

die Detektion fast gänzlich verhinderte.  
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Abbildung 12: Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die 
   NK-Zell-Färbung 

Synovialgewebe von n=3 Spendern wurde auf sechs verschiedene Weisen enzymatisch zersetzt und 
die herausgelösten Zellen für durchflusszytometrische Untersuchungen gefärbt. (A) Dargestellt sind 
repräsentative CD16/CD56-Färbungen der durch unterschiedliche Verdaubedingungen isolierten 
Zellen eines Spenders (Vor-Gate: CD45+CD3-CD20-CD11b-). (B) Schematische Darstellung der sechs 
Gewebeverdau-Protokolle (siehe Tabelle 2), Koll P = Kollagenase P. Der prozentuale Anteil der NK-
Zellen mit dem Phänotyp CD16+CD56schwach (C) und der prozentuale Anteil der NK-Zellen mit dem 
Phänotyp CD16schwach/-CD56hoch (D) wurden durchflusszytometrisch gemessen (Vor-Gate CD45+CD3-

CD11b-CD20-). Die Ergebnisse in beiden Graphen sind auf Verdauansatz 4 (Liberase 30 min) 
normiert dargestellt.  
Statistik in C+D: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=3. Statistisch signifikante 
Unterschiede wurden mittels parametrischer, einfaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten 
Messungen und der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche ermittelt. (C+D) Die p-Werte 
beschreiben die Signifikanz des Unterschieds zu Verdauansatz 4.  
* p=0,016  ** p=0,0099  *** p<0,0001 

 

Im Gegensatz zu der Färbung von T- und NK-Zellen erleichterte ein aggressiverer, 

dispase-lastiger Gewebeverdau die Messung der mesenchymalen Zellmarker 

CD146, CD34, CD73 und CD90 (Abbildung 13 und 2.7). Bei Vergleich der 
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Färbungsergebnisse, besonders für CD146, wurde ein Titrationseffekt für Dispase 

deutlich (Abbildung 13C).  

Tendenziell begünstigten höhere Dispase-Konzentrationen den Nachweis der 

meisten der in dieser Studie untersuchten Oberflächenmarker von Fibroblasten 

(Tabelle 3).  

 

 

Abbildung 13: Der Einfluss der enzymatischen Gewebezersetzung auf die 
   Färbung von mesenchymalen Zellen 

Synovialgewebe von n=3-4 Spendern wurde auf sechs verschiedene Weisen enzymatisch zersetzt. 
Die herausgelösten Zellen wurden für durchflusszytometrische Untersuchungen gefärbt. (A) 
Dargestellt sind repräsentative CD146/PDPN, CD73/CD44 und CD34/CD90-Färbungen eines 
Spenders nach Gewebeverdau mit Protokoll 1 (obere Reihe) und Protokoll 4 (untere Reihe) (Vor-Gate 
CD45-CD31-). (B) Schematische Darstellung der sechs Gewebeverdau-Protokolle (siehe auch Tabelle 
2), Koll P = Kollagenase P. Der prozentuale Anteil CD146 (C), CD34 (D) und CD73 (E) positiver 
mesenchymaler Zellen wurde nach Gewebezersetzung mit den sechs verschiedenen 
Verdauprotokollen durchflusszytometrisch gemessen. Die Ergebnisse in den drei Graphen sind auf 
Verdauansatz 1 (800 µg/ml Dispase, für 2 h) normiert dargestellt.  
Statistik: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichungen, n=3-4. Statistisch signifikante 
Unterschiede wurden mittels multifaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten Messungen und der 
Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche ermittelt. (C+D) Die p-Werte beschreiben die Signifikanz des 
Unterschieds zu Verdauansatz 1. * p<0,05  **p<0,01  *** p=0,0003 
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass sorgfältige Optimierung der 

Gewebeverdau-Protokolle die Voraussetzung für verlässliche 

durchflusszytometrische Ex-vivo-Messung darstellt. Für diese Studie wurden die 

Protokolle 1+3 ausgewählt: Hohe Dispase-Konzentrationen (1) wurden für die 

Analyse der hämatopoetischen und mesenchymalen Zellen verwendet. Geringe 

Dispase-Konzentrationen (3) kamen für die Untersuchung von T-Zellen zur 

Anwendung, da hierdurch insgesamt das beste Gleichgewicht aus CD4-Detektion, 

Zellausbeute und Kosten erzielt werden konnte. Auf weiterführende NK-Zell-

Analysen wurde im Rahmen dieser Arbeit verzichtet.  
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7.5 Die zelluläre Zusammensetzung der Synovialis bei 

Gelenkarthrose 

 

7.5.1 Synoviale hämatopoetische Zellen, Endothelzellen und mesenchymale 

Zellen  

 
Der folgende Abschnitt zeigt die durchflusszytometrische Analyse der zellulären 

Zusammensetzung des Synovialgewebes von 35 Arthrose-Patienten.  

Die pro Gramm gewonnene Zellzahl variierte mit Werten zwischen 0,2–4,2 x 106/g 

Gewebe stark zwischen den 35 untersuchten Spendern (Median 1,41 

(Interquartilsabstand 1,67) x 106/g Gewebe) (Abbildung 14A).  

Trotz großer Patient-zu-Patient-Variabilität bildeten die mesenchymalen Zellen 

insgesamt die größte Gruppe (59,9 (16,6) %). Knapp 40 % der Zellen waren 

hämatopoetische Zellen (37,8 (16) %) und ca. 2 % Endothelzellen (2,11 (2,23) %) 

(Abbildung 14C).  

 

 
Abbildung 14: Zellausbeute, Zellviabilität und zelluläre Zusammensetzung 

Synovialgewebe von n=35 Spendern wurde nach Verdauprotokoll 1 (800 µg/ml Dispase, für 2 h) 
enzymatisch zersetzt. (A) Die Anzahl intakter Zellen nach Trypanblau-Exklusion wurde manuell 
mithilfe einer Zählkammer bestimmt. Gezeigt ist die Zellausbeute x 106/g Gewebe aller untersuchten 
Spender. (B) Die Zellviabilität in Prozent wurde durchflusszytometrisch durch Färbung der Zellen mit 
einem fixierbaren Viabilitätsfarbstoff (Zombie Aqua™, BioLegend) gemessen. (C) Der prozentuale 
Anteil an hämatopoetischen Zellen (CD45+, blau), Endothelzellen (CD45-CD31+, grün) und 
Fibroblasten (CD45-CD31-, rot) wurde durchflusszytometrisch bestimmt.  
(A-C) Darstellung von Median und Interquartilsabstand, n=35. 
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7.5.2 Analyse der synovialen hämatopoetischen Zellen  

 

7.5.2.1 Hämatopoetische Zellpopulationen 
 
Genauere durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass innerhalb der 

hämatopoetischen Zellen (CD45+) die CD11b+HLA-DR+ Zellen (hauptsächlich 

Makrophagen) die größte Gruppe bildeten (71,4 (29,7) %), gefolgt von den T-Zellen  

(CD3+, 10,8 (14,3) %), Neutrophilen (CD11b+HLA-DR+CD66b+, 2,22 (2,49) %), einer 

weiteren myeloiden CD11b+HLA-DR- Zellpopulation (1,1 (1,13) %) und B-Zellen 

(CD20+HLA-DR+, 0,31 (1,14) %). Eine CD45+, aber für die übrigen Marker negative 

Zellpopulation, wurde ebenfalls nachgewiesen (6,59 (9,6) %). Diese Zellgruppe 

beinhaltete wahrscheinlich verschiedene andere durch die Auswahl an 

Oberflächenmarkern nicht erfasste Immunzellen, wie z.B. Mastzellen und NK-Zellen 

sowie Zellen, deren Oberflächenmarker durch die enzymatische Gewebeverdauung 

abgespalten wurden (Abbildung 15A).  

 

7.5.2.2 T-Zellen  
 
Bei Analyse der hämatopoetischen Zellpopulationen (siehe 7.5.2.1) fiel eine 

überraschend hohe Spender-zu-Spender-Variabilität des prozentualen Anteils CD3+ 

T-Zellen auf (Abbildung 15A, 0-42,6 %). Zwar ist die Rolle von T-Zellen in der 

Pathogenese von Arthrose bisher nicht ausreichend verstanden, doch deuten 

Tiermodelle darauf hin, dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zell-Subpopulationen 

den Krankheitsprogress nach Gelenkschädigung vorantreiben [134, 135]. Diese 

Studie diente unter anderem dazu, T-Zellen aus der Synovialis arthrotischer Gelenke 

phänotypisch zu charakterisieren. Wie erwartet, machten CD4+ T-Helferzellen (58,9 

(17,71) %) im Vergleich zu CD8+ zytotoxischen T-Zellen (29,9 (16,04) %) den 

größeren Anteil aus (Abbildung 15B). Die meisten CD4+ T-Zellen exprimierten den T-

Gedächtniszell/Effektorzell-Marker CD45RO (91,2 (9,04) %, Abbildung 15C). Zwar 

handelte es sich auch bei der Mehrheit der CD8+ T-Zellen um T-Gedächtniszellen 

(61,28 (26,59) % CD8+CD45RO+), doch war der Anteil der CD45RA+ T-Zellen (21,47 

(20,01) %) und der CD45RO/RA doppelt positiven Zellen (4,85 (11,44) %) deutlich 

höher als bei den CD4+ T-Zellen. CD45RA wird als Oberflächenmolekül von naiven 

T-Zellen exprimiert.  
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Abbildung 15: Analyse der synovialen hämatopoetischen Zellen 

Synovialgewebe wurde nach Verdauprotokoll 1 (800 μg/ml Dispase, für 2 h) enzymatisch zersetzt. (A) 
Der prozentuale Anteil verschiedener hämatopoetischer Zellpopulationen wurde 
durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist die myeloische (CD11b, HLA-DR), T-Zell- (CD3), B-
Zell- (CD20) und neutrophile (CD66b) Oberflächenmarker-Expression (n=32, Verdau-Ansatz 1, Vor-
Gate CD45+). (B) Darstellung des prozentualen Anteils von CD4+ T-Helfer-Zellen und CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen (n=19, Verdau-Protokoll 3, 8 µg/ml Dispase, für 2 h, Vor-Gate CD45+CD3+). 
(C+D) Die Expression von CD45RA (naive T-Zellen) und CD45RO (T-Gedächtnis-/Effektorzellen) auf 
CD4+ (C, n=19, Vor-Gate CD45+CD3+CD4+) und CD8+ (D, n=26, Vor-Gate CD45+CD3+CD8+) T-Zellen 
ist gezeigt (Verdau-Protokoll 3, 8 µg/ml Dispase). Der Unterschied der Anzahl an Wiederholungen 
(n=19 versus n=26) resultierte daraus, dass in den ersten Versuchen die T-Zell-Analyse nach 
Gewebezersetzung mit Verdau-Protokoll 1 (800 µg/ml Dispase) versucht worden war. Sobald 
feststand, dass der hohe Dispase-Anteil die CD4-Färbung störte, wurde zu Verdau-Protokoll 3 
gewechselt.  
(A-D) Darstellung von Median und Interquartilsabstand.  
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7.5.3 Analyse der synovialen Fibroblasten 

 

7.5.3.1 Identifikation von Fibroblasten-Populationen  
 
Verglichen mit Erkenntnissen über synoviale hämatopoetische Zellen bei 

Gelenkarthrose ist über die mesenchymalen Zellen (CD45-CD31-) bedeutend 

weniger bekannt.  

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die synovialen Fibroblasten aus Arthrose-Gelenken, die 

den Hauptteil der mesenchymalen Zellpopulation ausmachten, besser zu 

charakterisieren.  

Dafür wurden zunächst Gefäß-assoziierte mesenchymale Zellen (z.B. Perizyten) 

anhand der Expression von CD146, auch bekannt als Melanomzell-

Adhäsionsmolekül oder MCAM, durchflusszytometrisch dargestellt. CD45-CD31-

CD146+ Zellen regulieren den vaskulären Tonus und bildeten eine anteilsmäßig 

kleine Untergruppe der CD45-CD31- Zellen (2 (3,2) %). Die übrigen CD146- Zellen 

(98 (3,2) %), in Transkriptionsanalysen überwiegend als synoviale Fibroblasten 

identifiziert [56, 59], konnten mittels durchflusszytometrischer Analyse der 

Expression von Podoplanin (PDPN), CD73, CD90 und CD34 (siehe 5.8) in sieben 

Fibroblasten-Subpopulationen unterteilt werden (Abbildung 16). Eingeschlossen 

wurden dabei die Zellpopulationen, deren prozentuale Anteile über alle Spender 

gemittelt > 1 % ergaben (Cut-off-Wert).  

Die überwiegende Mehrheit der Zellen war PDPN+CD73+. Die differenzielle 

Expression von CD90 und CD34 führte zur Aufspaltung in weitere Untergruppen. Die 

größte Gruppe der PDPN+CD73+ Zellen war CD90-CD34- (32,4 (29,2) %), gefolgt von 

CD90+CD34+ (20,0 (17,6) %), CD90+CD34- (16,7 (24,1) %) und CD90-CD34+ (2,68 

(5,42) %) Zellen. Zwei PDPN+CD73- Zellgruppen wurden identifiziert: Eine war CD90-

CD34- (5,23 (15,4) %), die andere CD90+CD34- (1,48 (2,28) %). Ebenfalls 

nachgewiesen wurde eine Zellpopulation von signifikanter Größe, die keine der 

untersuchten Oberflächenmarker exprimierte (8,28 (6,93) %). Diese Gruppe 

beinhaltete möglicherweise weitere nicht identifizierte Fibroblasten-Populationen 

und/oder Zellen, deren Oberflächenmarker während der enzymatischen 

Gewebezersetzung abgespalten worden waren.  
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Abbildung 16: Identifikation von Fibroblasten-Populationen 

Synovialgewebe wurde nach Verdauprotokoll 1 (800 μg/ml Dispase, für 2 h) enzymatisch zersetzt. (A) 
Der prozentuale Anteil der CD146+ und CD146- mesenchymalen Zellen wurde durchflusszytometrisch 
bestimmt (Vor-Gate CD45-CD31-). (B) Anhand der Expression von Podoplanin (PDPN), CD73, CD90 
und CD34 wurden in der Baumanalyse-Darstellung (engl. tree analysis plot) des 
durchflusszytometrischen Auswertprogramms Kaluza verschiedene Fibroblasten-Populationen 
identifiziert (Vor-Gate CD45-CD31-CD146-). Dargestellt wurden all die Zellpopulationen, die mehr als 1 
% der Gesamtpopulation ausmachten (Cut-Off-Wert).  
(A+B) Darstellung von Median und Interquartilsabstand, n=28.  

 

7.5.3.2 Hinweise auf Funktionen der Fibroblasten-Populationen  
 

Zur Aufdeckung möglicher funktioneller Aspekte der verschiedenen Fibroblasten-

Populationen wurden die einzelnen Zellgruppen auf Assoziationen mit nicht-

mesenchymalen Zellpopulationen hin untersucht. Signifikante Korrelationen wurden 

zwischen den zwei größten mesenchymalen und hämatopoetischen Populationen 

gefunden (Abbildung 17). PDPN+CD73+CD90-CD34- Zellen korrelierten positiv mit 

CD45+CD11b+HLA-DR+ Zellen (überwiegend synoviale Makrophagen) und negativ 

mit CD45+CD3+ T-Zellen (Abbildung 17A+B).  

Da sich die synoviale Deckzellschicht (lining layer) aus dicht gepackten 

Makrophagen und Fibroblasten zusammensetzt, legte diese Beobachtung nahe, 

dass es sich bei der PDPN+CD73+CD90-CD34- Subpopulation um Deckzellen (lining 

cells) handelte.  

Im Gegensatz dazu korrelierten PDPN+CD73+CD90+CD34+ positiv mit T-Zellen und 

negativ mit synovialen Makrophagen (Abbildung 17C+D). Die Korrelation mit T-Zellen 
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deutete darauf hin, dass diese Fibroblasten-Population eher in der inneren Schicht 

der Synovialis (sublining layer) lokalisiert war.  

Die hier dargestellten Ergebnisse stehen im Einklang mit bereits veröffentlichen 

Studien, die mittels histologischen [155, 157] und Immunfluoreszenz-Techniken [56, 

59, 137, 156, 165] hohe Expression von CD90 und CD34 in der Innenschicht der 

Synovialis (sublining layer) von Patienten mit rheumatoider Arthritis und Arthrose 

zeigten.  

 

 

Abbildung 17: Korrelationen zwischen synovialen Fibroblasten-
Populationen und hämatopoetischen Immunzellen 

Synovialgewebe wurde nach Verdauprotokoll 1 (800 µg/ml Dispase, für 2 h) enzymatisch zersetzt. Die 
durchflusszytometrisch gemessenen und die in der Baumanalyse-Darstellung (engl. tree analysis plot) 
des durchflusszytometrischen Auswertprogramms Kaluza identifizierten CD45-CD31-CD146-

PDPN+CD73+CD90-CD34- (A+B) und CD45-CD31-CD146-PDPN+CD73+CD90+CD34+ (C+D) 
Fibroblasten-Populationen korrelierten invers mit den CD45+D11b+CD66b- Makrophagen und 
CD45+CD3+ T-Zellen.  
Statistik: n=28, Korrelationsanalyse nach Spearman, Spearman-Korrelationskoeffizient rs und p-Werte 

in der Abbildung.  
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Weitere Korrelationsanalysen offenbarten mögliche Interaktionen von Fibroblasten-

Populationen, Endothelzellen, Perizyten, T- und B-Zellen, Makrophagen sowie 

markernegativen hämatopoetischen Zellen (Tabelle 4).  

 
Tabelle 4: Korrelationen zwischen synovialen Zellpopulationen 

Darstellung der statistisch signifikanten Korrelationen (p<0,05) zwischen mesenchymalen (Vor-Gate 
CD45-CD31-CD146-) und nicht-mesenchymalen Zellpopulationen.  
Zur statistischen Auswertung wurde die Korrelationsanalyse nach Spearman angewandt, n=32. Die 
obere Zahl jeder Zelle zeigt den Spearman-Korrelationskoeffizienten rs. Die untere Zahl zeigt den p-
Wert. 
Aus Platzgründen in der Abbildung fehlend:  
CD45+CD11b-CD3-CD20-CD66b-: markernegative hämatopoetische Zellen  
CD45+CD11b+CD3-CD20-CD66b-: (hauptsächlich) Makrophagen 
 

 
 

7.6 Synoviale IL-6-Produktion 

 

7.6.1 Die Diversität der synovialen IL-6-Produktion 

 

Hohes IL-6 in synovialem Gewebe ist mit starken Schmerzen und Gelenkschädigung 

assoziiert [6, 10, 16, 46]. Gleichzeitig variiert die IL-6-Produktion zwischen Arthrose-
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Patienten erheblich. Frühere Studien zeigten, dass die IL-6-Spiegel in der 

Synovialflüssigkeit bis zu 10.000-fache Unterschiede aufwiesen. Während es bei 

einigen Patienten kaum nachweisbar war, erreichten die synovialen IL-6-Spiegel 

anderer Patienten Höhen wie bei rheumatoider Arthritis [3].   

Um ein besseres Verständnis für Diversität der IL-6-Freisetzung zu gewinnen, wurde 

die synoviale IL-6-Produktion in dieser Studie durchflusszytometrisch ex vivo 

gemessen. Zur Kontrolle der durchflusszytometrischen intrazellulären IL-6-

Bestimmung wurde die Freisetzung aus intaktem Gewebe jedes Spenders zusätzlich 

mittels Multiplex-Assays gemessen. Die durchflusszytometrisch bestimmte 

Gesamtzahl der IL-6+ Zellen pro Spender korrelierte mit der IL-6-Freisetzung aus 

intaktem Gewebe des gleichen Spenders (Abbildung 18B). Diese Korrelation 

validierte den durchflusszytometrischen intrazellulären Zytokinnachweis als 

geeigneten methodischen Ansatz.   

Zwar produzierten alle der hier untersuchten Zelltypen IL-6, doch schwankte der 

Anteil der IL-6+ Zellen bzw. ihre mittlere Fluoreszenzintensität erheblich zwischen 

Spendern und Zelltypen (Abbildung 18).  

Bei den meisten Spendern war der prozentuale Anteil der IL-6+ Zellen bei den 

Fibroblasten (13,6 (19,6) %) höher als bei den hämatopoetischen Zellen (4,44 (17,4) 

%) und Endothelzellen (3,74 (19,6) %) (Abbildung 18D). Allerdings verhielt sich dies 

in einem kleinen Anteil der Spender (6 aus 32) umgekehrt. Hier war der Anteil der 

hämatopoetischen CD45+IL-6+ Zellen größer. 

Auch die Anzahl an IL-6+ Fibroblasten (0,74 x 105 (2,6 x 105)) war verglichen mit den 

hämatopoetischen Immunzellen (0,16 x 105 (0,96 x 105)) und Endothelzellen (0,0094 

x 105 (0,96 x 105)) am höchsten (Abbildung 18E).  

Zudem erreichte die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) pro Zelle bei den 

Fibroblasten verglichen mit den hämatopoetischen Immunzellen ca. dreimal höhere 

Werte (Abbildung 18F).  

Zusammenfassend bestätigte diese Analyse zum einen die enorme Variabilität der 

synovialen IL-6-Produktion und zeigte zum anderen, dass die synovialen 

Fibroblasten eine wichtige Quelle für IL-6 darstellen.  
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Abbildung 18: Die Diversität der synovialen IL-6-Produktion 

Synovialgewebe wurde nach Verdauprotokoll 1 (800 µg/ml Dispase, für 2 h) enzymatisch zersetzt. 
CD45 und CD31 sowie intrazelluläres IL-6 wurden für durchflusszytometrische Untersuchungen 
gefärbt.  
(A) Darstellung zweier repräsentativer intrazellulärer IL-6-Färbungen der CD45+ hämatopoetischen 
Immunzellen und CD45-CD31- mesenchymalen Zellen (obere Reihe: IL-6 Färbung, untere Reihe: 
Isotyp-Kontrollen). (B) Aus synovialen Gewebekulturen freigesetztes IL-6 korrelierte positiv mit der 
durchflusszytometrisch gemessenen und aus der Gesamtzelldichte jedes Spenders berechneten 
Anzahl an IL-6+ Zellen (n=27, Korrelationskoeffizient rs nach Spearman). (C) Legende für D-F. (D) Der 
prozentuale Anteil an IL-6+ CD45+ hämatopoetischen Immunzellen, CD45-CD31+ Endothelzellen und 
CD45-CD31- mesenchymalen Zellen wurde durchflusszytometrisch gemessen.  
(E) Die Anzahl an IL-6+ Zellen der drei synovialen Hauptpopulationen wurde aus dem 
durchflusszytometrisch gemessenen prozentualen Anteil und der Zelldichte berechnet. (F) Die mittlere 
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Fluoreszenzintensität für IL-6 wurde durch Subtraktion des Hintergrundsignals (Isotyp) berechnet und 
zwischen den drei synovialen Hauptpopulationen verglichen.  
Statistik: (D-F) Darstellung von Median und Standardabweichung, n=32. 
Zur statistischen Auswertung wurden die Korrelationsanalyse nach Spearman (B) und der Kruskal-
Wallis-Test mit der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche (D-F) angewandt.  
* p=0,016, ** p<0,0006, *** p<0,0001.  

 

7.6.2 IL-6-Produktion in synovialen Fibroblasten 

 

Bei genauerer Betrachtung der IL-6-Produktion der verschiedenen Fibroblasten-

Populationen fiel auf, dass zwar alle Subtypen IL-6 exprimierten, der prozentuale 

Anteil aber am höchsten in den folgenden PDPN+CD73+ Populationen war: CD90-

CD34-, CD90+CD34- und CD90+CD34+. Diese Ergebnisse spiegelten die zuvor 

beschriebene relative Häufigkeit der verschiedenen Fibroblasten-Populationen wider 

(Abbildung 19). Allerdings erreichte die IL-6-Produktion pro Zelle (mittlere 

Fluoreszenzintensität) höhere Werte innerhalb den wahrscheinlich aus der sublining 

layer stammenden PDPN+CD73+CD90+CD34+ Zellen verglichen mit den 

wahrscheinlich aus der lining layer stammenden PDPN+CD73+CD90-CD34- Zellen. 

Insgesamt deuteten die Ergebnisse also auf einen IL-6-Gradienten und somit auf 

zusätzliche Komplexität der IL-6-Antwort innerhalb der Synovialis in 

Arthrosegelenken hin.  
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Abbildung 19: IL-6-Produktion in synovialen Fibroblasten 

Synovialgewebe wurde nach Verdauprotokoll 1 zersetzt (800 µg/ml Dispase, für 2 h). Mesenchymale 
Oberflächenmarker und intrazelluläres IL-6 wurden für durchflusszytometrische Untersuchungen 
gefärbt.  
(A) Der prozentuale Anteil an IL-6+ Fibroblasten-Populationen wurde durchflusszytometrisch bestimmt 
(Vor-Gate CD45-CD31-CD146-). (B) Die mittlere Fluoreszenzintensität für IL-6 wurde durch 
Subtraktion des Hintergrundsignals (Isotyp) berechnet und zwischen den verschiedenen 
Hauptpopulationen verglichen (Vor-Gate CD45-CD31-CD146-).  
Statistik: Darstellung von Median und Interquartilsabstand, n=28. Die statistische Auswertung erfolgte 
mittels Kruskal-Wallis-Test und der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche. * p < 0,0001  

 

7.6.3 IL-6-Produktion in anderen Zellen 

 
Auch CD45+ hämatopoetische Immunzellen trugen erheblich zur IL-6-Produktion bei 

(Abbildung 18). Makrophagen (CD11b+CD66b-) und, überraschenderweise, 

Neutrophile (CD66b+) wiesen den größten prozentualen Anteil IL-6+ Zellen auf 
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(Abbildung 20A). Der Anteil der IL-6+ T-Zellen (CD3+) und B-Zellen (CD20+) war 

signifikant geringer. Interessanterweise war die IL-6-Produktion pro Zelle (mittlere 

Fluoreszenzintensität) in Makrophagen (CD11b+CD66b-) und neutrophilen 

Granulozyten (CD66b+)  vergleichbar und damit fünfmal höher als in Lymphozyten 

(Abbildung 20B). Eine genauere Betrachtung der Anzahl an IL-6+ Zellen zeigte 

allerdings, dass der Beitrag der Neutrophilen am Gesamt-IL-6 eher als gering 

einzuschätzen war. Ähnlich verhielt es sich bei den Endothelzellen. Auch sie trugen 

als anteilsmäßig kleine Zellpopulation wenig zur gesamten IL-6-Produktion bei.  

Adipozyten stellen ebenfalls eine mögliche Quelle für IL-6 dar. Da Adipozyten durch 

enzymatische Gewebezersetzung geschädigt werden, konnten sie in dieser Studie 

nicht direkt durchflusszytometrisch erfasst werden. Korrelationsuntersuchungen 

zeigten, dass weder der Körpermasseindex (BMI) noch in Gewebekulturen 

freigesetztes Leptin mit der IL-6-Produktion korrelierten (Abbildung 20C+D), was eine 

wesentliche Beteiligung der Adipozyten an der IL-6-Antwort unwahrscheinlich 

machte.  
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Abbildung 20: IL-6-Produkion in anderen Zellen 

Synovialgewebe wurde nach Verdauprotokoll 1 enzymatisch zersetzt (800 µg/ml Dispase, für 2 h). 
Hämatopoetische Oberflächenmarker und intrazelluläres IL-6 wurden für durchflusszytometrische 
Untersuchungen gefärbt.  
(A) Der prozentuale Anteil IL-6+ hämatopoetischer Populationen wurde durchflusszytometrisch 
bestimmt (Vor-Gate CD45+). (B) Die mittlere Fluoreszenzintensität für IL-6 wurde durch Subtraktion 
des Hintergrundsignals (Isotyp) berechnet und zwischen den verschiedenen Hauptpopulationen 
verglichen (Vor-Gate CD45+).(C+D) Die Freisetzung von IL-6 aus intakten Gewebekulturen korrelierte 
nicht mit dem Körpermasseindex (BMI) und der Leptin-Freisetzung.  
Zuordnung von Oberflächenmarkern und CD45+ hämatopoetischem Zelltyp (A+B): Makrophagen 
CD11b, HLA-DR; Neutrophile CD66b, CD11b; T-Zellen CD3; B-Zellen CD20. 
Statistik: (A+B) Darstellung von Median und Interquartilsabstand, n=28. Die statistische Auswertung 
erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und der Dunnett-Methode für Mehrfachvergleiche. 
* p=0,007 ** p=0,004 *** p<0,0001.  
(C+D) n=28. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Korrelationsanalyse nach Spearman. 
Darstellung von Korrelationskoeffizient rs und p-Wert. Die Ergebnisse waren nicht signifikant. 
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7.6.4 Korrelationsanalysen zur Untersuchung der IL-6-Antwort 

 

Zusätzlich zu IL-6 wurden zwölf weitere lösliche Zytokine, Adipokine und Chemokine 

mittels Multiplex-ELISA-Technik untersucht. Korrelationsanalysen ergaben 

Assoziationen zwischen einigen der untersuchten Moleküle (Abbildung 21).  

IL-6 war am stärksten mit IL-8, aber auch direkt mit Komplementfaktor D (CFD), IL-

10, CCL2 und CXCL10 assoziiert. Ein zusätzliches Expressionsnetzwerk wurde 

durch TNF-α, IFN-γ, IL-1 β und Resistin gebildet. Dieses war durch CCL2 und IL-10 

indirekt mit IL-6 verlinkt (Abbildung 21A).  

Zudem war die IL-6-Freisetzung mit weiteren Mediatoren, der synovialen 

Gesamtzellzahl und der Zellzahl spezifischer synovialer Populationen assoziiert 

(Abbildung 21B+C). Eine hohe Gesamtzellzahl korrelierte positiv mit der Freisetzung 

von IL-6, IL-8, IL-10 und CFD, aber nicht mit anderen Mediatoren wie TNF-α und 

CCL2 (Abbildung 21B). Es wurden keine positiven Korrelationen mit Adiponektin und 

Leptin gefunden. 

Mit wenigen Ausnahmen korrelierten IL-6, IL-8, IL-10 und CFD mit der Zunahme der 

Zellzahl verschiedener synovialer Zellpopulationen (Abbildung 21C). Die Anzahl der 

T-Zell-dominierenden CD4+CD45RA-CD45RO+ T-Zellen zeigte keine Assoziation mit 

der IL-6-Freisetzung. IL-6 korrelierte hingegen positiv mit steigender Anzahl an 

Fibroblasten, Makrophagen, CD8+ zytotoxischen T-Zellen und naiven CD4+ T-Zellen. 

Die IL-10-Freisetzung korrelierte am besten mit der T-Zell-Gesamtzahl und spezifisch 

mit der CD8+ T-Zell-Population. Zuletzt zeigten sich Retinol-Bindungsprotein 4 

(RBP4) mehr noch als CCL2 als Marker für erhöhte T-Zell- und T-Zell-assoziierte 

Fibroblasten-Zellzahlen (Abbildung 21C).  

Diese Daten bieten Anhalt dafür, dass spezifische Gruppen von löslichen Mediatoren 

dafür genutzt werden können, Vorhersagen über Aspekte der synovialen zellulären 

Zusammensetzung wie zum Beispiel über die Zelldichte und T-Zell-Anreicherung zu 

treffen.  
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Abbildung 21: Korrelationsanalysen zur Untersuchung der IL-6-Antwort 

Die Freisetzung von zwölf löslichen Mediatoren aus über 24 h kultivierten Gewebeproben wurde 
mittels Multiplex-ELISA-Technik untersucht. Dargestellt sind die löslichen Proteine, die direkt und 
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indirekt mit dem Zytokin IL-6 korrelierten. Die Zellzahlen der synovialen Zellpopulationen wurden nach 
Gewebeverdau (Verdau-Protokoll 1, 800 µg/ml Dispase, für 2 h) aus den durchflusszytometrisch 
ermittelten prozentualen Anteilen und der nach Trypanblau-Exklusion manuell in einer Zählkammer 
bestimmten Zelldichte jedes Spenders ermittelt. Für die T-Zell-Analyse wurde Gewebe nach Verdau-
Protokoll 3 (8 µg/ml Dispase, für 2 h) zersetzt.  
(A) Das Diagramm demonstriert die positiven Korrelationen zwischen löslichen Mediatoren. Die Dicke 
der Linien/Balken repräsentiert die Höhe p-Werte. n=27. (B) Darstellung der Korrelationen zwischen 
IL-6 und IL-8 sowie zwischen CFD, CCL2, IL-6, IL-10 und TNF-α mit der Gesamt-Zellzahl (106/g 
Gewebe). 
(C) Die Tabelle zeigt die Stärke der Korrelationen zwischen der Zellzahl verschiedener synovialer 
Populationen und löslichen Mediatoren. Die obere Zahl jeder Zelle zeigt den Korrelationskoeffizienten 
nach Spearman, rs. Die untere Zahl zeigt den p-Wert. Die Intensität der Grünfärbung repräsentiert die 
Höhe des Spearman-Korrelationskoeffizienten.  
Statistik: Die statistische Auswertung erfolgte mittels Korrelationsanalyse nach Spearman, n=19-27. 
Darstellung von Korrelationskoeffizient rs und p-Wert.  
 

7.7 Clusteranalysen zur Stratifizierung der synovialen 

Entzündungsantwort 

 
Schließlich wurden in dieser Arbeit die durchflusszytometrisch erhobenen 

Informationen über synoviale Zellpopulationen und die IL-6-Produktion mit den 

mittels Multiplex-ELISA Daten zur Freisetzung löslicher Mediatoren und einer 

begrenzten Anzahl an klinischen Daten in hierarchischen Clusteranalysen vereint, 

um spezifische Entzündungsmuster zu identifizieren. In der Tat wurden drei große 

Cluster gefunden (Abbildung 22, , engl. Heatmap). Cluster 1 war am stärksten mit T-

Zellen und T-Zell-assoziierten Zytokinen wie IL-10, IFN-γ und TNF-α assoziiert, 

während Cluster 2 und 3 eher mit Makrophagen (CD45+CD11b+CD66b-CD3-CD20-) 

korrelierten. Cluster 2 wies die höchsten prozentualen Anteile an Makrophagen und 

der wahrscheinlich in der lining layer anzutreffenden PDPN+CD73+CD90-CD34- 

Fibroblasten-Population auf. Ein Subcluster 2 war zudem mit erhöhter Adiponektin-

Expression assoziiert. Im Gegensatz dazu korrelierte Cluster 3 am ehesten mit 

erhöhter Zelldichte und der IL-6- und IL-8-Antwort. 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob diese Cluster mit klinischen Unterschieden 

korrelierten (Abbildung 22, unten). Zwar erreichten die Unterschiede keine 

statistische Signifikanz, doch wurde der Trend einer Assoziation von Cluster 2 mit 

dem weiblichen Geschlecht (p=0,078) und Cluster 3 mit früheren operativen 

Gelenkeingriffen wie Arthroskopien oder Gelenkersatz (p=0,052) sichtbar. Obwohl 

noch genauere Untersuchungen zur Bestätigung der Ergebnisse nötig sind, bieten 

die Ergebnisse Anhalt dafür, dass genaue Phänotypisierung der synovialen 

Entzündungsmuster bei Gelenkarthrose hilfreich dafür sein kann, Patienten zu 
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stratifizieren und langfristig Einblicke in die Heterogenität der Pathogenese zu 

gewinnen.  

 
 

Abbildung 22: Clusteranalysen zur Stratifizierung der synovialen  
   Entzündungsantwort 

Die durchflusszytometrisch ermittelten Daten zur zellulären Zusammensetzung der Synovialis wurden 
mit den mittels Multiplex-ELISA erhobenen Informationen über die Freisetzung löslicher Proteine 
(fett gedruckt) und dem BMI in einer hierarchischen Clusteranalyse vereint. Die Analyse wurde mit 
dem Internet-basierten Programm ClustVis durchgeführt. Eine begrenzte Anzahl an klinischen Daten 
ist, nach den zuvor identifizierten Patientenclustern aufgetrennt, unter der Heatmap dargestellt.  
Statistik: Die kontinuierlichen Variablen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test und die kategorialen 
Variablen mittels Chi-Quadrat-Test statistisch ausgewertet, n=27.  
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8 Diskussion 

8.1 Die synoviale Entzündungsantwort bei Kniegelenksarthrose  

Entzündung im Synovialgewebe ist mit Schmerzen und Gelenkzerstörung assoziiert. 

Dabei variiert die Entzündungsantwort stark zwischen Patienten [2, 3, 7, 10, 11, 13, 

16, 45, 46]. Wie die Heterogenität der Entzündungsantwort die Krankheitsentstehung 

und den Progress von Arthrose beeinflusst, ist bislang nicht bekannt. Eine Ursache 

hierfür ist, dass die zellulären und molekularen Mechanismen der synovialen 

Entzündungsantwort weitestgehend unverstanden sind. In dieser Studie wurde die 

Heterogenität der synovialen Entzündungsreaktion in Multiparameteranalysen mittels 

Durchflusszytometrie und ELISA-Technik untersucht. Dabei wurden neue 

Erkenntnisse über die Pathogenese von Arthrose und über methodische Aspekte bei 

der Untersuchung der Synovialis im Allgemeinen gewonnen.  

8.2 Methodische Aspekte der Studie  

Bei der Methodik fiel die Wahl auf die Durchflusszytometrie, weil sie der Standard-

Immunohistochemie in quantitativen Aspekten der Zellidentifizierung überlegen ist. 

Voraussetzung für valide durchflusszytometrische Untersuchungen von Zellen aus 

Gewebeverbänden ist die Überführung des Gewebes in eine Einzelzellsuspension, 

also der Gewebeverdau. Ein Verdauprotokoll ist dann geeignet, wenn es effektive 

Gewebezersetzung ohne signifikanten Verlust von Zellviabilität und 

Oberflächenmarkern gewährleistet. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die 

Effektivität des Gewebeverdaus maßgeblich vom untersuchten Zelltyp abhängt 

(Abbildungen 9-13, Tabelle 3). Insbesondere stellte sich die durchflusszytometrische 

Untersuchung von T-Zellen und Fibroblasten mit dem gleichen Protokoll als 

schwierig heraus. Ähnliche Beobachtungen machte auch das Accelerating Medicines 

Partnership (AMP) Network, das sich nach Testung verschiedener Verdauprotokolle 

für die Kombination aus einem kommerziellen mechanischen Dissoziationssystem 

und enzymatischem Verdau mit Liberase™ TL entschied [54]. 

Eine Stärke dieser Studie ist, dass sie die Bedeutung von gründlichen 

Untersuchungen zur Beeinflussung von Zellausbeute und Stabilität der 

Oberflächenmoleküle durch die Wahl des Gewebeverdau-Protokolls betont.  



 
Diskussion 

 61 

8.3 Korrelationsanalysen zur Untersuchung potentieller zellulärer 

Interaktionen 

Darüber hinaus wird aufgezeigt, dass Korrelationsanalysen dazu eingesetzt werden 

können, potentielle zelluläre Interaktionen aufzuspüren. Beispielsweise wurden zwei 

bedeutende PDPN+CD73+ Fibroblasten-Populationen gefunden (Abbildungen 

16+17). Diese Populationen korrelierten invers mit CD45+CD11b+CD3-CD20-CD66b- 

Zellen, hauptsächlich Makrophagen, und CD45+CD3+ T-Zellen. Die Korrelationen 

bieten Anhalt dafür, dass es sich bei den CD90-CD34- Zellen um Fibroblasten der 

synovialen Deckzellschicht, der lining layer, (positive Korrelation mit Makrophagen) 

und bei den CD90+CD34+ Zellen um Fibroblasten des darunterliegenden 

Bindegewebes, der sublining layer, (positive Korrelation mit T-Zellen) handelt.  

Unterstützt werden diese Schlussfolgerungen durch unabhängige histologische 

Studien, welche die Anreicherung von CD90 und CD34 exprimierenden Zellen in der 

sublining layer des Synovialgewebes von Patienten mit Arthrose und rheumatoider 

Arthritis zeigten [56, 59, 137, 155-157]. Kürzlich veröffentlichte Ex-vivo-

Untersuchungen offenbarten zudem eine besondere Rolle der beschriebenen 

Subpopulationen in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis [56, 59]. Welche 

Funktion die Fibroblasten-Subtypen im Krankheitsverlauf von Arthrose haben, ist zu 

diesem Zeitpunkt noch nicht untersucht.  

Obwohl diese Studie nur eine kleine Patientenkohorte umfasste, wurden zahlreiche 

potenzielle Zell-Interaktionen gefunden (Abbildungen 17, Tabelle 4). Eine 

Ausweitung der Analyse kann zu einem besseren Verständnis der Rolle von 

Zellnischen in der Pathologie des Synovialgewebes beitragen.  

8.4 Synoviale CD4+ und CD8+ T-Zellen und Arthrose 

Des Weiteren zeigten die Korrelationsanalysen potenzielle Unterschiede der CD4+ 

und CD8+ T-Zell-Kompartimente auf. Auffällig war die hohe Variabilität des 

prozentualen T-Zell-Anteils zwischen Patienten (Abbildung 15). Frühere Studien 

zeigten ebenfalls variable lymphozytäre Zellverbände in der sublining layer des 

Synovialgewebes von Arthrose-Patienten [129]. Im Einklang mit bereits 

veröffentlichten Untersuchungen [129, 131, 133, 166] waren die CD4+ im Vergleich 

zu den CD8+ T-Zellen vorherrschend. Allerdings wies die CD8+ T-Zellpopulation 

größere Expressionsunterschiede von CD45RA (Marker für naive T-Zellen) und 

CD45RO (Marker für T-Gedächtnis-/Effektorzellen) auf (Abbildung 15D). Zudem 
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korrelierte die Anzahl an CD8+ T-Zellen stärker mit der Freisetzung von zahlreichen 

pro-inflammatorischen und regulatorischen Molekülen aus intaktem Gewebe (IL-6, 

IL-8, CFD, IL-10, RBP4, CCL2, Abbildung 21).  

In früheren Studien wurde gezeigt, dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen zur 

Pathogenese von Arthrose beitragen. Beide T-Zell-Subtypen zeigten hierbei einen 

Th1-Phänotyp [130-133]. Der Knockout von CD4+ und CD8+ T-Zellen reduzierte in 

beiden Fällen die Gelenkschädigung in Mausmodellen für Arthrose [134, 135].  

Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse erweitern die Sichtweise auf T-Zellen in 

der Arthrose-Pathogenese. Überraschend war beispielsweise die Korrelation der 

CD8+ zytotoxischen T-Zellen mit dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-10. Bislang 

sind sowohl die zelluläre Quelle von IL-10 als auch die Rolle der CD8+ T-Zellen in der 

Pathogenese der Gelenkarthrose noch nicht eindeutig geklärt. Von der 

beschriebenen Korrelation lässt sich weder auf die zytotoxische T-Zelle als 

Produktionsort für IL-10 schließen, noch ist sie beweisend für anti-inflammatorische 

Funktionen dieses Zelltyps. Allerdings deuten die Beobachtungen darauf hin, dass 

die Rollen der T-Zell-Subpopulationen womöglich komplexer sind als bisher 

angenommen und weiterer Untersuchung bedürfen.  

8.5 Die synoviale IL-6-Produktion bei Kniegelenksarthrose 

Diese Studie bietet die bis dato detaillierteste Untersuchung von synovialer IL-6-

Produktion. IL-6 stellt mit 10.000-fachen Expressionsunterschieden eines der am 

variabelsten exprimierten pro-inflammatorischen Zytokine bei Gelenkverletzungen 

dar [3, 23]. Die Ergebnisse dieser Studie liefern Anhalt dafür, dass eine Ursache für 

die beträchtlichen Expressionsunterschiede zwischen Patienten in der Diversität der 

IL-6 produzierenden Zelltypen liegt (Abbildung 18). Insgesamt produzierten die 

Fibroblasten am meisten IL-6. Bei einer Handvoll der Patienten dominierten die 

hämatopoetischen Immunzellen (hauptsächlich Makrophagen). Die hier 

beschriebene Komplexität der IL-6-Produktion deutet darauf hin, dass genauere 

Definition der IL-6-Level und -Produktionsquellen hilfreich bei der Einschätzung 

davon sein kann, wie das Zytokin den Krankheitsverlauf beeinflusst.  
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8.6 Die IL-6-Antwort bei Arthrose und rheumatoider Arthritis im 

Vergleich 

Die IL-6-Produktion in Patienten mit rheumatoider Arthritis steht schon lange im 

Interesse der Forschung. Da eine erhöhte IL-6-Produktion in Serum, 

Synovialflüssigkeit und verschiedenen Gewebetypen, unter anderem dem 

Synovialgewebe, nachgewiesen werden konnte, wird angenommen, dass IL-6 eine 

pathomechanistische Rolle bei der rheumatoiden Arthritis einnimmt [167, 168]. Eine 

Blockade des IL-6-Rezeptors (IL-6-R) durch Tocilizumab, einen blockierenden IL-6-

R-Antikörper, bietet einen zugelassenen und wirksamen Therapieansatz für die 

rheumatoide Arthritis nach erfolglosem Therapieversuch mit Methotrexat und 

mindestens einem TNF-alpha-Blocker [169].  

 

Im Einklang mit früheren Studien zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass die 

Produktion von IL-6 in der Synovialis von Patienten mit Kniegelenkarthrose variabel 

ist [3, 6, 7, 10, 23]. Bei einem Teil der untersuchten Patienten war die IL-6-Produktion 

durchflusszytometrisch kaum nachweisbar. Bei anderen hingegen erreichten die 

synovialen IL-6-Spiegel ähnliche Höhen wie bei rheumatoider Arthritis. 

Insgesamt unterstützen die Ergebnisse dieser Studie die Annahme, dass IL-6 nicht 

nur bei autoimmunen Erkrankungen mit Gelenkbeteiligung wie der rheumatoiden 

Arthritis, sondern zumindest bei einem Teil der Patienten mit Kniegelenksarthrose 

pathomechanistisch involviert ist.  

In vorangegangen Studien waren bereits erhöhte IL-6-Expressionslevel in Serum und 

Synovialflüssigkeit von Arthrose-Patienten gezeigt worden [3]. Bei Arthrose ist IL-6 ist 

mit Gelenkschmerzen und radiologischer Progression assoziiert [10, 16].  

Die Blockade von IL-6 verminderte Gelenkschäden in einem Mausmodell für 

Arthrose [158]. In einem Rattenmodell für Gelenkarthrose wurde eine Abnahme der 

zentralen Schmerzsensibilisierung und eine verbesserte Gewichtsbelastung in 

Funktionstests durch den Einsatz von Tocilizumab beobachtet [170]. 

Unlängst wurde in einer französischen randomisierten kontrollierten klinischen Studie 

der Phase III der Effekt von Tocilizumab auf den Krankheitsverlauf von Arthrose der 

Interphalangeal- und Metacarpophalangealgelenke untersucht [171]. Bislang sind die 

Studienergebnisse noch unveröffentlicht. 
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Gerade in Hinblick auf unerwünschte Wirkungen wie beispielsweise erhöhte 

Infektionsgefahr durch Blockade von IL-6 bleibt abzuwarten, wie der Einsatz von anti-

IL-6-Rezeptor-Antikörpern bei einer nicht-systemisch verlaufenden Erkrankung wie 

der Gelenkarthrose hinsichtlich des Risiko-Nutzen-Verhältnisses zu bewerten ist. Die 

in dieser Studie gezeigte Variabilität und Komplexität der IL-6-Antwort lässt zudem 

vermuten, dass nicht alle Arthrose-Patienten gleichermaßen von einer IL-6-Blockade 

profitieren können.  

 

8.7 Korrelations- und Clusteranalysen zur Stratifizierung der 

synovialen Entzündungsantwort 

Weiterhin wird aufgezeigt, welch großes Potential in der Kombination verschiedener 

Datentypen in Korrelations- und Clusteranalysen für die Untersuchung der 

synovialen Entzündungsantwort liegt (Abbildung 21+22). In Clusteranalysen 

separierten sich die Patienten weitgehend in T-Zell/Lymphozyt- (1) und myeloische 

(2-3) Gruppen. Insbesondere Cluster 3 war dabei mit hoher IL-6- und IL-8-Produktion 

assoziiert. Erste Ergebnisse bieten Anhalt dafür, dass die verschiedenen Cluster 

unterschiedliche klinische Patientenphänotypen widerspiegeln: Cluster 2 stand mit 

dem weiblichen Geschlecht in Zusammenhang und Cluster 3 mit früherer 

Gelenkarthroskopie und –arthroplastik (Abbildung 22).  

Es bleibt noch zu klären, ob die beschriebenen Patientengruppen besser definiert 

und dem Krankheitsverlauf und klinischen Phänotypen zugeordnet werden können.  

8.8 Limitationen der Studie 

Einige limitierende Aspekte dieser Studie sind zu nennen. Die Notwendigkeit der 

Zersetzung und Kultivierung des synovialen Gewebes für durchflusszyometrische 

und ELISA-Untersuchungen birgt das Risiko der Veränderung zellulärer Phänotypen. 

Die Probenauswahl kann die Studienergebnisse zusätzlich beeinflusst haben. 

Vorangehende Arthrose- und Rheumatoide Arthritis-Studien zeigten bei drei bis vier 

ultraschallgesteuerten Gelenkhaut-Punktionen [9, 172] oder ca. 150 mg Gewebe [54] 

gute Reproduzierbarkeit von histologischen Untersuchungen und RNA-

Sequenzierungen. In dieser Studie zeigte sich wenig Variabilität bei Untersuchung 

von ca. vier Proben à ~100 mg Gewebe. Generell wurden aber größere 
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Gewebemengen (12 Proben/ ~1200 mg) untersucht, um Reproduzierbarkeit zu 

gewährleisten und Fehler zu vermeiden.  

Ein größerer Störfaktor dieser Arbeit ist, dass die anatomische Region der 

Gewebeentnahme nicht kontrolliert wurde. Dies ist problematisch, da synoviale 

Entzündung potenziell ungleichmäßig im Gewebe verteilt sein kann. 

Dagegenzuhalten ist, dass synoviale Entzündung in späten Krankheitsstadien der 

Arthrose generell umfangreicher, und damit einhergehend, auch gleichmäßiger 

verteilt ist. Zudem zeigten sich keine Korrelationen von Patientengruppen und den 

operierenden Chirurgen (Abbildung 22).  

Schließlich ist bekannt, dass sich der synoviale Befund bei Fortschreiten der 

Erkrankung verändert [17, 44]. Eine sinnvolle Ergänzung der hier präsentierten 

Untersuchung kann deshalb ein Vergleich von frühen und späten 

Erkrankungsstadien sowie das Hinzuziehen zusätzlicher klinischer Variablen und 

radiologischer Befunde sein.  

8.9 Ausblick 

Abgesehen von den oben dargestellten Limitationen zeigt diese Studie, dass 

Multiparameter-Analysen der synovialen Entzündungsreaktion Einblicke in 

Patientenheterogenität liefern können und damit ein potenziell hilfreiches Werkzeug 

für die zukünftige Patientenversorgung darbieten. Weiterführende Phänotypisierung 

kann dabei helfen, ein besseres Verständnis der synovialen Entzündungsreaktion zu 

gewinnen. Langfristig können so womöglich Biomarker entwickelt werden, mit denen 

Patientengruppen identifiziert werden können, die von neuen Therapieansätzen 

profitieren.   
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9 Zusammenfassung  

 
Entzündliche Aktivierung der Gelenkhaut (Synovialitis) in Arthrose-Gelenken ist 

häufig, verstärkt Knorpelschäden und beeinträchtigt die Gelenkfunktion.  

Vorangehende Untersuchungen der Synovialflüssigkeit und histologische Analysen 

des Synovialgewebes arthrotischer Gelenke lieferten Hinweise darauf, dass 

Synovialitis bei verschiedenen Patienten inhomogen verläuft.  

Ziel dieser Studie war die Phänotypisierung der entzündlichen synovialen 

Gewebereaktion bei Gonarthrose mittels Multiparameter-Analyse. Als 

Untersuchungsmaterial diente Synovialgewebe von 35 Arthrose-Patienten, das bei 

Kniegelenkersatz-Operationen entnommen worden war. Die zelluläre 

Zusammensetzung der Gelenkhaut und Produktion löslicher Proteine durch 

synoviale Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie und Multiplex-ELISA 

untersucht.   

Tests zur Optimierung des enzymatischen Gewebeverdaus zeigten, dass 

aggressivere Zersetzung die Zellausbeute und die Färbung von Fibroblasten für 

durchflusszytometrische Analysen verbesserte, die Färbung von CD4 auf T-Zellen 

und CD56 auf Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) hingegen negativ beeinflusste.  

Analysen der zellulären Zusammensetzung der Synovialis ergaben eine hoch 

variable Infiltration von T-Zellen (0-43 %). Zudem wurden Fibroblasten-

Subpopulationen gefunden, die mit verschiedenen hämatopoetischen Zellgruppen 

wie Makrophagen und T-Zellen korrelierten. 

Die Menge an synovialem IL-6 variierte beträchtlich zwischen Spendern. Alle 

nachgewiesenen Zellpopulationen trugen zur IL-6-Produktion bei, insgesamt 

dominierten aber die Fibroblasten. Innerhalb der mesenchymalen Zellgruppe stellten 

die CD90 und CD34 exprimierenden Subpopulationen die stärksten IL-6-

Produzenten dar. 

Die Freisetzung von IL-6, IL-8, Komplementfaktor D (CFD) und IL-10 korrelierte 

positiv mit der Zelldichte im Gewebe. Darüber hinaus waren hohe Anzahlen an CD8+ 

T-Zellen mit der Freisetzung von Retinol-bindendem Protein 4 (RBP4) und CCL2-

Produktion assoziiert.  
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Die Kombination aus Durchflusszytometrie- und Multiplex-Daten diente schließlich 

dazu, mittels Cluster-Analysen patientenspezifische Entzündungscluster zu 

identifizieren.  

Diese Studie präsentiert einen neuartigen Ansatz zur Phänotypisierung der 

synovialen Entzündungsreaktion bei Gonarthrose. Weiterführende Untersuchungen 

können dabei helfen, neue Erkenntnisse über die der Arthrose zugrunde liegenden 

Krankheitsmechanismen und Patientenheterogenität zu gewinnen. Längerfristig kann 

dies die Entwicklung von Arthrose-Biomarkern und patientenspezifischen 

Therapieansätzen vorantreiben. 
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Tabelle 5: Gerätschaften und Einwegmaterial 

 Produkt Hersteller 

Gerätschaften 

 Inkubator Thermo Fisher 
Scientific 

 beheizbares Schüttelwasserbad Benchmark Scientific 

 Reagenzglasschüttler Benchmark Scientific 

 Zentrifuge 
Sorvall™ Legend™ XTR 

Thermo Fisher 
Scientific 

 Lichtmikroskop  
Eclipse TS2 

Nikon 

 Durchflusszytometer 
CytoFLEX S 

Beckman Coulter 

Einwegmaterial  

 Skalpelle Avantor®, VWR 

 Zellkulturplatten  
(6- und 96-Loch) 
CELLSTAR® 

Greiner BIO-ONE 

 Reaktionsgefäße, 2ml, 
Eppendorf® 

Avantor®, VWR 

 Zentrifugenröhrchen, 50 ml, 
Falcon®  

Avantor®, VWR 

 Zellsiebe,  
Porengröße 70 µm 

Genesee Scientific 

 Durchflusszytometrie-Röhrchen,  
5 ml, Falcon® 

Avantor®, VWR 
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Tabelle 6: Puffer und Medien 

Die Puffer und Medien wurden mit destilliertem Wasser angesetzt und sterilfiltriert. Bis zur 
Verwendung wurden sie bei 4 °C gelagert. 

 
 Reagenz Dosierung Hersteller 

FACS-Puffer  

 PBS, 10x 1x, 500 ml  
Gesamt-Volumen 

Thermo Fisher 
Scientific 

 FBS 2 % BenchMark™ 

 EDTA 1 mM Thermo Fisher 
Scientific 

Gewebeverdau-Auffangmedium  

 DMEM 20 ml gibco® 

 FBS 10 % BenchMark™ 

 EDTA 5 mM Thermo Fisher 
Scientific 

 Monensin  10 µM Sigma-Aldrich 

Kulturmedium (Gewebeproben für Multiplex-Zytokinanalysen) 

 DMEM 500 ml  
Gesamt-Volumen 

gibco® 

 FBS 1 %, 50 ml BenchMark™ 

 L-Glutamin 100 x 1x, 5 ml gibco® 

 Penicillin/Streptomycin, 
100x 

1x, 5ml gibco® 

 Gentamicin, 1000x 1x, 0,5 ml gibco® 

 2-Mercaptoethanol 0,5 ml gibco® 

 essenzielle 
Aminosäuren, 50x 

1x, 10 ml gibco® 

 nicht-essenzielle 
Aminosäuren, 100x 

1x, 5 ml gibco® 

Kulturmedium (Gewebeproben für durchflusszytometrische Analysen) 

 DMEM 500 ml  
Gesamt-Volumen 

gibco® 

 FBS 1 %, 50 ml BenchMark™ 

 L-Glutamin 100 x 1x, 5 ml gibco® 

 Penicillin/Streptomycin, 
100x 

1x, 5ml gibco® 

 Gentamicin, 1000x 1x, 0,5 ml gibco® 

 2-Mercaptoethanol 0,5 ml gibco® 

 essenzielle 
Aminosäuren, 50x 

1x, 10 ml gibco® 

 nicht-essenzielle 
Aminosäuren, 100x 

1x, 5 ml gibco® 

 Monensin  10 µM BioLegend 
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Tabelle 7: Weitere Reagenzien 

EC-Nr. = engl. Enzyme Commission Number , internationales Klassifikationssystem für Enzyme  

 
 Reagenz Dosierung Hersteller 

 

 Trypanblau -- gibco® by Life 
Technologies 

 Erythrozyten-Lysepuffer -- Alfa Aesar, Thermo 
Fisher Scientific 

Für die Gewebezersetzung eingesetzte Enzyme 

Verdaumedium DMEM -- gibco® 

 DNase 
(EC-Nr. 3.1.21.1) 

50 µg/ml Roche 

 Kollagenase P 
(EC-Nr. 3.4.24.3) 

400 µg/ml Roche 

 Dispase 
(EC-Nr. 3.4.24.4) 

8-800 µg/ml Roche 

 Liberase™ TL 100 µg/ml Sigma-Aldrich 

Versuchskits 

 Intracellular Fixation and 
Permeabilization Buffer 
Set 

-- eBioscience™, 
Thermo Fisher 
Scientific 

 LEGENDplex™ human 
Adipokine Kit 

-- BioLegend 
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Tabelle 8: Liste der für durchflusszytometrische Untersuchungen   
  eingesetzten Reagenzien 

ANTIGEN FLUOROCHROM KLON HERSTELLER VERDÜNNUNG 

Allgemeine Reagenzien  
Zellviabilität Zombie Aqua™  BioLegend 1:150 
CD16/CD32/CD64 
(Human Fc 
Rezeptor Blockade) 

-- 
3G8/FUN-
2/10.1 

BioLegend 1:20 

Panel für mesenchymale Zellen  
CD45 FITC HI30 BioLegend 1:30 
Podoplanin 
(PDPN) 

APC NZ1.3 BioLegend 1:30 

CD90 (Thy1) BV605 5E10 BioLegend 1:30 
CD34 BV660 561 BioLegend 1:30 
CD146 Pe-Cy7 P1H12 BioLegend 1:30 
CD31 A700 WM59 BioLegend 1:30 
CD31 Pacific Blue™ WM59 BioLegend 1:30 
CD248 BV421 B1/35 BD Biosciences 1:30 
CD73 APC-Cy7 AD2 BioLegend 1:30 
IL-6 PE UV4 BioLegend 1:10 
Ratte IgG1 Isotyp PE MRG1-58 BioLegend 1:10 
Panel für hämatopoetische Zellen  
CD45 FITC HI30 BioLegend 1:30 
CD11b BV660 ICRF44 BioLegend 1:30 
HLA-DR BV605 L234 BioLegend 1:30 
CD3 A700 UCHT1 BioLegend 1:30 
CD20 APC-Cy7 2H7 BioLegend 1:30 
CD206 BV421 15-2 BioLegend 1:30 
CD66b A647 G10F5 BioLegend 1:30 
IL-6 PE UV4 BioLegend 1:10 
Ratte IgG1 Isotyp PE  BioLegend 1:10 

Panel für T-Zellen  
CD45 FITC HI30 BioLegend 1:30 
CD11b BV660 ICRF44 BioLegend 1:30 
CD20 BV660 2H7 BioLegend 1:30 
CD3 A700 UCHT1 BioLegend 1:30 
CD8 BV605 SK1 BioLegend 1:30 
CD4 PE RPA-T4 BioLegend 1:30 
CD45RA A647 HI100 BioLegend 1:30 
CD45RO PE-Cy7 UCHL1 BioLegend 1:30 
CD16 PerCP-Cy5.5 B37.1 BioLegend 1:30 
CD56 BV421 HCD56 BioLegend 1:30 
Andere  
CD14 APC-Cy7 HCD14 BioLegend 1:30 
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