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Zusammenfassung

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA) handelt es sich um die haufigste chronisch-entziindliche
rheumatische Erkrankung, bei der Arthrose (Osteoarthritis = OA) um die haufigste
degenerative Gelenkerkrankung [1]. Die RA ist eine systemische Erkrankung mit
vornehmlichem Befall der Gelenke. Trotz in den letzten Jahren deutlich verbesserter
Therapieoptionen kann bisher nicht bei allen Patienten eine dauerhafte Remission erreicht
werden. Beide Krankheitsentitaten gehen mit einem hohen Grad an Einschrankung der
Lebensqualitat einher und verursachen durch Inanspruchnahme des Gesundheitswesens,

Behinderung und Arbeitsunfahigkeit erhebliche sozio6konomische Kosten [2-6].

Um entsprechende Therapien zu entwickeln, missen zunachst die genaue Pathogenese der
RA und OA und die Mechanismen der Gelenkdestruktion aufgedeckt werden. Bislang stehen
keine geeigneten humanen ex vivo-Modelle zur Verfiigung, anhand derer die Pathogenese
erforscht und ggf. neue Therapien erprobt werden kénnen. Die vorliegende Arbeit beschaftigt
sich mit der Exploration eines solchen Modells. Es wurden humanes Knorpel- und
Synovialgewebe von Patienten mit RA und OA, die sich Huft- bzw.
Kniegelenkersatzoperationen unterzogen, kultiviert sowie mit fir die Pathogenese der RA als
relevantesten erachteten Entziindungsmediatoren TNFa und IL-18 [7, 8] stimuliert. An diesen
Proben wurden das Ausmal® der entzindlichen Aktivitdt anhand histologischer und
immunhistochemischer Parameter sowie das Mal} der Knorpeldegradation als Marker fir die
Gelenkdestruktion, wie sie im Rahmen der fortgeschrittenen RA wie auch OA auftritt,

bestimmt.

Die Kultur konnte fir bis zu 42 Tage aufrechterhalten werden. In gemischten linearen Modellen
konnte gezeigt werden, dass die Kulturdauer einen unabhangigen Einflussfaktor fur die
Degeneration v.a. der Synovialis darstellte. So sanken mit zunehmender Kulturdauer der
Synovialitis-Score nach Krenn (Krenn-Score) [9] (p=0,01) sowie die Expression von CD55
(p=0,03) als Marker fir die synovialen Fibroblasten. In Bezug auf die entziindliche Aktivitat
nach Krenn-Score konnte kein Unterschied zwischen OA und RA festgestellt werden (p=0,07).
Die Knorpeldegradation gemessen am Proteoglycanverlust war weniger mit der Dauer der
Kultur (p=0,98) als mit der Stimulation (Monostimulation: p<0,01. Costimulation: p=0,03) sowie

der Co-Kultur mit Synovialis (p<0,01) assoziiert.

In diesem Modell konnten Interaktionen zwischen Knorpel und Synovialis, wie sie auch in vivo
stattfinden, analysiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die stimulierbaren
entzindlichen Reaktionen der spaten OA und RA vergleichbar sind. Knorpel erwies sich als
stabiler gegenliber den Bedingungen der Kultur als Synovialis, sodass hier vor allem die
Stimulation des Gewebes und die Co-Kultur mit Synovialis als Faktoren identifiziert werden

konnten, die zu einer Degradation fihren.



Summary

Rheumatoid Arthritis (RA) is the most common chronic-inflammatory rheumatic disease,
whereas Osteoarthritis (OA) is the most common degenerative joint disease [1]. RA is a
systemic disease which primarily affects the joints. Despite significantly improved therapeutic
options over the past years, not all patients achieve permanent remission. Both diseases
compromise the quality of life and go along with high socioeconomic costs that arise from use

of healthcare system, disability and inability to work [2-6].

In order to develop new therapeutic strategies, the exact pathogenesis of RA and OA and
mechanisms of joint destruction have to be elucidated first. Currently no appropriate human ex
vivo-models are available to investigate the pathogenesis and test new therapies. This study
takes a close look on such a model. Human cartilage and synovial membrane from patients
who underwent hip or knee replacement surgery was cultivated. An inflammatory reaction was
induced by stimulation with the inflammatory mediators TNFa and IL-1B regarded as the most
relevant mediators in RA [7, 8]. The specimens were examined for inflammatory activity which
was evaluated by histologic and immunohistochemic parameters. The degree of cartilage

degradation as it takes place in advanced stages of both RA and OA was recorded as well.

Culture could be maintained for up to 42 days. Mixed linear models showed duration of the
culture as an independent parameter for degeneration of particularly synovial tissue. With
increasing duration of the culture, we could observe significant decreases in Krenn synovialitis-
score [9] (p=0,01) and CD55-expression (p=0,03) as a marker for synovial fibroblasts.
Regarding the inflammatory activity indicated by Krenn score, no difference could be observed
between OA and RA (p=0,07). Cartilage degradation measured by proteoglycane loss was
rather associated with stimulation (monostimulation: p<0,01, costimulation: p=0,03) and

coculture with synovial tissue (p<0,01) than with duration of the culture (p=0,98).

In this model, we were able to observe interactions between cartilage and synovial tissue as
they occur in vivo. It was demonstrated that the inflammatory reaction in late OA is comparable
to that in RA. Cartilage seemed to be more robust towards the cultural environment than
synovial tissue. Hence, mainly stimulation and coculture with synovial tissue contributed to its

degradation.
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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Epidemiologie

Die Pravalenz der rheumatoiden Arthritis (RA) liegt in der europaischen und
nordamerikanischen Allgemeinbevdlkerung zwischen 0,5-1% [10-12] und steigt mit
zunehmendem Alter. Die Inzidenz wird mit 0,02-0,05% beziffert und hat ihren Héhepunkt in
der 5. Lebensdekade [13]. Wahrend die Inzidenz konstant bleibt, ist die Pravalenz Uber die
letzten Jahre gestiegen. Dies lasst auf einen langeren Krankheitsverlauf und somit bei einer
bislang nicht heilbaren Erkrankung auf ein langeres Uberleben durch adidquatere Therapien
schlielten [14]. Etwa zwei Drittel der Betroffenen sind weiblich [10]. Zwischen verschiedenen
ethnischen Gruppen gibt es erhebliche Unterschiede in der Pravalenz der RA: So besteht bei
indigenen Nordamerikanern eine Pravalenz von 5-8% [10, 12], wohingegen in China und
Japan eine Pravalenz von nur 0,2-0,3% verzeichnet wird [12]. Abhangig vom
Erkrankungszeitpunkt und der Krankheitsaktivitat ist die Lebenserwartung von Betroffenen um
drei bis zehn Jahre geringer als die der Allgemeinbevdlkerung. Dabei sind die Todesursachen

dieselben, diese treten nur um den genannten Zeitraum friher auf [13].
1.1.2 Symptomatik und Folgen

1.1.2.1 Klinische Symptome

Die Symptomatik von RA-Patienten ist vielfaltig und umfasst neben den nachstehenden
Gelenkbeschwerden auch einige extraartikulare Manifestationen. Es handelt sich bei der RA
um eine symmetrische Polyarthritis, die haufig, aber nicht obligat zunachst die kleinen Gelenke
betrifft und sich nach proximal ausbreitet [15, 16]. Die Betroffenen leiden haufig unter
Schmerzen [2, 15], dem fur sie relevantesten Symptom, das trotz inzwischen vieler guter
Therapieoptionen chronifizieren kann [17]. Des Weiteren sind Schwellungen der Gelenke und
(Morgen-) Steifigkeit haufig berichtete Symptome, die beide auf eine Entziindung wie die
Synovialitis hindeuten [2, 15]. Die Gelenkschadigung kann bis zur vélligen Destruktion des
Gelenks filhren, sodass charakteristische Befunde wie die Ulnardeviation oder Subluxationen
[18, 19] der Finger auftreten und chirurgische Korrekturen [19] oder ein Gelenkersatz

notwendig werden [2].

Neben diesen artikularen Beschwerden gibt es auch zahlreiche extraartikulare
Manifestationen der RA [2, 15, 16, 20]. Hierzu zahlen exemplarisch Rheumaknoten, die
subcutan, aber auch in verschiedenen Organen, beispielsweise der Lunge, auftreten kdnnen,

Pleura- und Pericarderglisse, okulare Symptome wie Keratokonjunktivitiden und
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Episkleritiden, Vaskulitiden sowie eine Nierenbeteiligung [2, 15, 16, 20]. Begleitend tritt oft eine
Anamie bei chronischer Erkrankung (,anemia of chronic disease®) auf [2, 15]. Auch eine B-
Symptomatik mit Gewichtsabnahme, Fatigue und leichtem Fieber kann auftreten [2]. Als
.Maximalvariante* der RA gilt das Felty-Syndrom mit Rheumafaktor-positiver RA,

Splenomegalie und Leukopenie [2, 15].

1.1.2.2 Komorbiditaten und Folgen

Die RA ist mit zahlreichen Komorbiditdten assoziiert. Aufgrund der Schmerzen und
Funktionseinschrankungen des Bewegungsapparates bewegen sich viele Patienten weniger.
Dies fuhrt, gemeinsam mit einer vermehrten Osteoklastenaktivierung, zu einer verminderten
Knochendichte bis hin zu Osteoporose, sodass die durch Schmerzen und muskuloskelettale
Funktionseinschrankungen bedingten Stlirze zu einer erhdéhten Frakturrate fihren [2, 3, 15,
16, 20, 21]. Auch durch die Therapie mit Glucocorticoiden kommt es zu einer Abnahme der
Knochendichte [16]. Sowohl hierdurch als auch durch die atraumatische progressive
Gelenkdestruktion im Krankheitsverlauf werden immer noch gelegentlich Operationen

notwendig

RA-Patienten haben ein erhohtes kardiovaskulares Risiko, welches mit dem permanenten
Zustand der Inflammation erklart wird [2, 3, 15, 20, 22]. Ebenso besteht ein doppelt so hohes
Thromboembolierisiko wie in der Allgemeinbevolkerung [23]; es existieren Fallberichte, in
denen Lungenembolien bei Patienten auftraten, deren einziger diesbeziglicher Risikofaktor
eine bestehende RA war [24].

Abgesehen von kardiovaskularen Komplikationen wird auch die hohe Pravalenz psychischer
Erkrankungen wie Depressionen, Angststérungen und bipolarer Stérungen neben dem
chronischen Schmerz mit dem dauerhaften Entzindungszustand in Zusammenhang gebracht,
da sich die psychischen Symptome nach Initiierung einer immunmodulatorischen Therapie,
auch unabhangig von den physischen Symptomen, bessern [2, 15-17, 25-27] und bereits vor
der Diagnose der RA die Rate an psychischen Erkrankungen erhoht ist [28]. RA-Patienten
haben aulRerdem ein erhdhtes Risiko fur viele Malignome, v.a. Lymphome und
Lungenkarzinome [2, 15, 20]. Die RA im Allgemeinen, Komorbiditdten und das Alter der
Betroffenen sind haufig mit dem Syndrom der frailty (,Gebrechlichkeit“) assoziiert, bei dem es
zur Abnahme von Kraft, Ausdauer und verschiedener physiologischer Funktionen kommt [21].
Folgen sind eine verringerte Selbststandigkeit der Betroffenen und ein erhdhtes
Mortalitatsrisiko [21].

Neben den geschilderten Komorbiditaten und den dadurch entstehenden Beeintrachtigungen
der Patienten verursacht die RA auch hohe soziotkonomische Kosten: Bis zu 35% der
Patienten werden innerhalb von zehn Jahren nach Diagnosestellung arbeitsunfahig [2]. Etwa

ein Drittel der RA-Patienten werden pro Jahr stationar behandelt und sind anndhernd doppelt



3

so haufig in stationarer Behandlung wie die Allgemeinbevdlkerung [3]. Vor allem Patienten,
die von Fatigue oder Gelenksteifigkeit betroffen sind, nehmen haufiger
Gesundheitsdienstleistungen in Anspruch und verursachen signifikant hohere Kosten im

Gesundheitssystem [4].

1.1.2.3 Diagnostik und Klassifikationskriterien

Die Diagnose beruht im Wesentlichen auf der Anamnese und klinischen Untersuchung, die
gemeinsam mit den Laborparametern Rheumafaktor, Antikdrper gegen zyklisch citrullinierte
Peptide (ACPA), C-reaktives Protein (CRP) und Blutkdrperchen-Senkungsgeschwindigkeit
(BSG) in Kombination mit den Klassifikationskriterien die Diagnosestellung erméglichen. Bis
zu 80% der RA-Patienten sind Rheumafaktor- oder ACPA-positiv [2]. In der folgenden Tabelle
sind die 2010 vom American College of Rheumatology (ACR) und der European League

Against Rheumatism (EULAR) etablierten Klassifikationskriterien der RA zusammengefasst.

Tabelle 1.1 RA-Klassifikationskriterien

Score | A: Gelenkbeteiligung B: Serologie C: Akute- | D:
Phase- Symptomdauer
Proteine
0 1 grofRes Gelenk RF und ACPA | CRP und BSG | < 6 Wochen
negativ normal
1 2-10 groRe Gelenke CRP und BSG | 2 6 Wochen
erhoht
2 1-3 kleine Gelenke RF und/ oder
ACPA schwach
positiv
3 4-10 kleine Gelenke RF und/ oder
ACPA stark
positiv
5 > 10 Gelenke (min. 1
kleines)

Tab. 1.1: RA-Klassifikationskriterien (ACR und EULAR). Fiir jeden Teilscore kénnen bis zu 5 Punkte erreicht
werden, die zum Gesamtscore addiert werden.

Angewandt werden sollen die Kriterien auf Patienten mit mindestens einem Gelenk, bei dem
eine bestatigte Synovialitis vorliegt, die nicht plausibler durch eine andere Erkrankung erklart
werden kann. Es werden Punkte in den Kategorien Gelenkbeteiligung, Serologie, Akute-
Phase-Proteine und Symptomdauer vergeben, deren hochste Werte addiert werden. Maximal
kdnnen so zehn Punkte erreicht werden; ab sechs Punkten gilt eine RA als wahrscheinlich.
Die moglichst frihzeitige Diagnosestellung umfasst auch bildgebende Verfahren wie die

Sonographie und Magnetresonanztomographie (MRT) zur Darstellung von Synovialitis und
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Knochenmarkddem. Ebenso kommt auch der konventionellen Radiologie eine wichtige Rolle
zu, vor allem zur Erfassung knocherner Veranderungen in fortgeschrittenen

Erkrankungsstadien [18].
1.1.3 Pathophysiologie

1.1.3.1 Entstehung und Risikofaktoren der Autoimmunitat

Die Pathophysiologie der RA ist bis heute nicht vollstandig verstanden. Vermutet wird eine
multifaktorielle Genese, bei der letztlich Entzindungsmediatoren und direkte Interaktionen der
gelenkbildenden Strukturen zur Gelenkdestruktion fuhren. Vor allem genetische Faktoren sind
als Risikofaktoren fur die Entstehung der RA bekannt und etabliert [10, 13, 29, 30]. Zu
beachten ist die unterschiedliche Verbreitung von Risiko-Allelen wie z. B. dem ,,shared epitope*
in verschiedenen ethnischen Gruppen [31]. Einige HLA-DR-Allele (Human Leukocyte Antigen
vom DR-Isotyp) codieren flir sog. ,shared epitopes®, bestimmte Aminosauresequenzen, die
mit einem erhohten Risiko, an RA zu erkranken und mit einem schwereren Verlauf assoziiert
sind [32]. ,Shared epitopes* binden verstarkt citrullinierte (statt der physiologischen
argininhaltigen) Peptide, die v.a. bei Entzindungsreaktionen gebildet werden, und
prasentieren diese somit effektiver T-Zellen [10, 33], was in der Folge Uber die Produktion von
Zytokinen (v. a. TNFa und IL-1) zur Antikérperproduktion fuhrt. Von aktuellem Interesse ist das
Konzept der ,preclinical RA*: Hierbei scheinen zirkulierende Autoantikorper, vor allem ACPAs,
ohne klinische Symptome einer seropositiven RA mehrere Jahre im Voraus zu bestehen [10,
29, 34] und ggf. bereits zunachst asymptomatische Erosionen an den Knochen zu verursachen
[35, 36]. Diese Erkenntnis bietet interessante Ansatze zur Identifikation und frihzeitigen
Therapie der Betroffenen. Hieruber konnten auflerdem der Ansatz der genetischen
Komponente sowie der der bereits vor Krankheitsbeginn zirkulierenden Autoantikérper
(ACPAs) zusammengebracht werden, da das Vorhandensein von ,shared epitopes” in einigen
Studien v.a. mit ACPA-positiver RA in Verbindung gebracht wird [10, 37]. Genetische Faktoren
tragen zu einem Teil der Entstehung v.a. der seropositiven, weniger der seronegativen, RA
bei [10, 38, 39]. Vor allem bei der seropositiven RA ist die erstgradige Verwandtschaft mit
einem Betroffenen der grofRte Risikofaktor, selbst an RA zu erkranken. Dahingegen scheinen
epigenetische Veranderungen wie der Methylierungsstatus in bestimmten Regionen des
Genoms vor allem mit der Krankheitsaktivitat in Zusammenhang zu stehen [10]. Ebenfalls Teil
eines umfassenden Konzepts zur Pathogenese der RA konnte die Entstehung der
Autoimmunitat an Schleimhauten sein, wie es beispielsweise auch bei anderen rheumatischen
Erkrankungen wie rheumatischem Fieber und reaktiver Arthritis der Fall ist [34, 40]. Die bis zu
zweifach erhohte RA-Pravalenz bei Rauchern [10, 34, 40-42] kann ebenso durch eine héhere
Rate an Citrullinierung von Peptiden durch den Entziindungsreiz an den pulmonalen
Schleimhauten bedingt sein [41] [43]. Neben dem Rauchen werden in verschiedenen Studien

weitere Ernahrungs-, Umwelt- und Lifestylefaktoren teilweise inkonsistent mit einem erhéhten
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oder verringerten Risiko, an RA zu erkranken, in Verbindung gebracht [2, 10, 12, 13, 20, 41,
44, 45].

1.1.3.2 Inflammation und Zerstérung gelenkbildender Strukturen

Durch verschiedene Typen von T-Zellen und Makrophagen entsteht ein permanent
proinflammatorischer Zustand [46-48]. Die beteiligten Zellen beeinflussen sich gegenseitig,
gehen von einer potentiell protektiven in eine proinflammatorische Funktion Uber und tragen
auf diese Weise zur Aufrechterhaltung des proinflammatorischen Zustands bei [47, 49].
Makrophagen kdénnen T-Zellen rekrutieren und ihre Differenzierung hin zu
proinflammatorischen Akteuren initiieren [50]. Diese aktivierten T-Zellen wiederum sorgen fr
eine gesteigerte Zytokinproduktion durch die Makrophagen [51]. Wie genau diese Prozesse
schlussendlich zur Gelenkzerstérung flihren, ist gegenwartig noch Gegenstand der
Forschung. Diskutiert werden zwei verschiedene Ausgangspunkte der Gelenkschadigung,
welche als inside-out- und outside-in-Hypothese [36, 52, 53] bezeichnet werden, wobei beide
sich nicht gegenseitig ausschlielen [52]. Die ,traditionelle” outside-in-Hypothese geht davon
aus, dass die Autoimmunitat im Gelenk primar an der Synovialis beginnt. Hierdurch entsteht
eine Synovialitis, welche im Folgenden den Gelenkknorpel und den Knochen schadigt,
beispielsweise durch eine Aktivierung von Osteoklasten durch die Synovialitis [52] oder direkte
Invasion von Synoviozyten in Gelenkknorpel und Knochen, die au3erdem katabole Kaskaden
triggern [36]. Die inside-out-Hypothese hingegen besagt, dass die Gelenkdestruktion vom
Knochen ausgeht und sich von dort in die Gelenkhéhle ausbreitet und Knorpel und Synovialis
schadigt. Weiterhin werden Knorpel und (periartikulares) Fettgewebe [36, 52] als mdgliche
Orte der friihen RA in Betracht gezogen. Fettgewebe wird zum einen von Entziindungszellen
infiltriert und produziert zum anderen selbst zahlreiche potentielle Entzindungsmediatoren
[36, 52].

Zum Verstandnis der entziindlichen Veranderungen sind profunde Kenntnisse des normalen
Aufbaus der Synovialis vonndten. Die Synovialis besteht aus einer abgrenzbaren Zellschicht,
der Intima oder dem lining layer sowie dem Stroma oder sublining. Zwischen diesen ist im
Gegensatz zu Epithelien keine Basalmembran ausgebildet [54]. Das lining layer besteht
physiologischerweise aus 1-2 Zellschichten [9, 54]. Das normale Stroma selbst ist relativ
zellarm mit wenigen Blut- und Lymphgefalen, Fibroblasten sowie je nach Ursprung Fettzellen
und Fasern [54]. Entzindliche Zellen sind nur in geringem Ausmalf} und entzindliche Infiltrate
sind gar nicht vorhanden [9, 54]. Vorherrschende Zelltypen sind Fibroblasten und
Makrophagen, die sowohl im Stroma als auch im lining layer vorkommen. Synoviale
Fibroblasten exprimieren CD55 als Oberflachenantigen, wodurch sie von Makrophagen
unterschieden werden kénnen, die v.a. CD68 exprimieren [54]. Die Funktion der Synovialis
liegt zum einen darin, eine Verschiebeschicht fur den dreidimensionalen Gelenkknorpel zu

bilden, zum anderen in der Bereitstellung von Synovia zur Ernahrung des Gelenkknorpels
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sowie um eine Schmierschicht zu bilden [54]. Ausgehend von diesen Eigenschaften der
Synovialis lassen sich die Veranderungen bei einer Synovialitis charakterisieren. Strukturiert
anhand eines semiquantitativen Scores wurden diese Veranderungen von Krenn et al. 2006
erfasst [9]. Auf diesen wird in Kapitel 2.7.1 naher eingegangen. Grundsatzlich lasst sich
festhalten, dass v.a. die Zellularitat bei entziindlichen Veranderungen zunimmt. Das ein- bis
zweischichtige lining layer kann Uber flnf Schichten umfassen und verschiedene Zellarten
enthalten [9]. Im Stroma finden sich vermehrt Zellen, die im Falle von Lymphozyten auch

Follikel formen kénnen [9].

Die Voraussetzungen fur die letztliche Manifestation der RA in einem Gelenk, nach einer
moglichen asymptomatischen Phase im Sinne einer praklinischen RA, sind unabhangig vom
genauen Ausgangsgewebe ungeklart. Diskutiert werden Mikrotraumen. Belegt ist, dass
Gewebsschaden einen permanenten Entziindungsreiz darstellen, sodass beispielsweise ein
Knorpelschaden eine Synovialitis auslésen kann [36]. Entziindlich veranderte Synovialis
wiederum hat ein hohes Potential zur Invasion [52, 54-57] und sezerniert verschiedene
Entzindungsmediatoren, allen voran TNF-a und IL-1, welche zur Knorpel- und
Knochendegradation fiihren, indem sie Chondrozyten stimulieren, Metallo-Proteinasen zu
sezernieren [7, 8, 36] sowie zur Differenzierung von Osteoklasten beitragen [55]. Sun et al.
konnten in einer Arbeit zeigen, dass praexistente ACPAs Synoviozyten nur dann zu einer
gesteigerten Migration anregen kdnnen, wenn diese durch Schaden oder Stress,
beispielsweise im Sinne einer Minderernahrung, dazu angeregt werden, Protein-Arginin-
Deiminasen (PAD) zu exprimieren und somit Proteine zu citrullinieren [58]. Bei der RA kommt
es nicht nur zu einer lokalisierten Knochenschadigung in den betroffenen Gelenken, sondern
zu einer generalisierten Osteopenie und Osteoporose [59], was auf einen direkten Effekt der
Inflammation auf den gesamten Knochenstoffwechsel schlieRen lasst. Es konnte gezeigt
werden, dass ACPAs und Rheumafaktor gemeinsam die Produktion von TNF-a stimulieren;
eines der potentesten Zytokine in Bezug auf die Aktivierung der Osteoklastogenese [35, 46,
60, 61]. Selbst bei gesunden, ACPA-positiven Probanden konnte eine geringere
Knochendichte im Vergleich mit ACPA-Negativen sowie eine veranderte Zytokinexpression
festgestellt werden [35, 62]. Dies konnte damit erklart werden, dass Osteoklasten die bisher
einzigen bekannten Zellen sind, die citrullinierte Oberflachenantigene auch in einem nicht-
inflammatorischen Zustand exprimieren [63]. An diese binden evtl. vorhandene ACPA, was

zur Freisetzung von IL-8 und somit zu Knochenlasionen flhrt.

In  SPECT-Untersuchungen von RA-Patienten konnte eine reaktive Zunahme der
Osteoblastenaktivitat, dargestellt durch eine erhohte Technetium-
Dicarboxypropandiphosphonat (Tc-99mDPD)-Aufnahme, an fokalen Erosionen vornehmlich
bei Patienten mit schwerer Synovialitis detektiert werden [53]. Dies kénnte fur die outside-in-

Hypothese sprechen oder aber ein Zeichen der gegenseitigen Beeinflussung von Knochen
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und Synovialis sein. Jimenez-Boj et al. fanden in ihrer Studie [55] einen Ersatz von fettreichem
Knochenmark durch B-Zell-reiche Aggregate in Bereichen von durchbrochener Kortikalis und
Kontakt des Knochenmarks mit Synovialis. Dies wird mit einer Invasion der Synovialis erklart.
Ebenso konnte es sich allerdings um das histologische Korrelat eines in der
Magnetresonanztomographie sichtbaren Knochenmarkédems handeln. Dieses kann bereits in
der Frihphase der RA, auch ohne relevante Synovialitis, auftreten und besitzt prognostische
Bedeutung, da es mit einem rapiden Verlauf assoziiert ist [36, 64-70]. An genau den
Lokalisationen im Gelenk, an denen bereits frih ein Knochenmarkdodem sichtbar ist,
entwickeln sich im Krankheitsverlauf Erosionen [65, 67]. Auf der anderen Seite sind
Knochenmarkdédeme unter Therapie, z. B. mit TNF-a-Hemmern, ricklaufig [36]. Diese
Erkenntnisse sprechen fir eine Komponente der RA, die sich aus dem Knochen(mark) heraus
entwickelt und ein Indiz fur eine Beteiligung der inside-out-Hypothese darstellt. Ebenfalls fir
diese Hypothese spricht, dass sich bei einer Arthritis genau die Knochenkanalchen erweitern,
die mit der Synovialis kommunizieren [52]. Im B-Zell-reichen Infiltrat des Knochenmarkddems
finden sich aulierdem Makrophagen, T-Zellen, Osteoklasten und Plasmazellen, was dem Bild
einer Osteitis entspricht [36]. Diese differenzierten Zellen kénnten die Synovialis gemeinsam
mit mesenchymalen Zellen des Knochenmarks sowohl durch die erwdhnten erweiterten
Knochenkanalchen oder aber hamatogen erreichen und infiltrieren und so eine Synovialitis
verursachen [36, 52]. Auf der anderen Seite kdnnten méglicherweise auch Mediatoren aus der
Synovialis wie z. B. Matrix-Metallo-Proteinasen aus den Synoviozyten eine Erweiterung der

Knochenkanalchen verursachen und so zu von der Synovialis ausgehenden Erosionen fuhren.

Viele Aspekte der Pathogenese sind noch unzureichend erforscht, wie z.B. der genaue
Entstehungsmechanismus der Autoimmunitat, welche Faktoren eine ,asymptomatische”
Autoimmunitdt wie bei der praklinischen RA bewirken und warum diese letztlich
symptomatisch im Sinne einer Gelenkdestruktion werden kann. Daran schlief3t sich die Frage
an, wie ein generalisiertes autoimmunes Syndrom zu einem Befall vornehmlich der Gelenke
fuhren kann. Des Weiteren missten die genauen Mechanismen, wie die Gelenkschadigung
bei der RA vonstattengeht, erforscht werden. Dabei kdnnte sich beispielsweise herausstellen,
dass die inside-out- und die outside-in-Hypothese sich nicht gegenuberstehen, sondern sich
vielmehr gegenseitig ergdnzen und beide Faktoren vonndten sind, um solch tiefgreifende
Stoérungen der Gelenkarchitektur hervorzurufen. Diese Arbeit hat zum Ziel, den Aspekt der
histologischen Veranderungen in einer proinflammatorischen Umgebung naher zu beleuchten

und so zu einem besseren Verstandnis der Mechanismen der Gelenkdestruktion beizutragen.

1.1.4 Therapie
Die Therapie der RA sollte so friih wie mdglich beginnen, um eine komplette Remission zu
erreichen und Folgeschaden zu vermeiden [2, 72, 73]. Sie umfasst medikamentbse

MaRnahmen genauso wie die Anpassung des Lebensstils, Bewegung und



8

physiotherapeutische MaRnahmen wie auch psychologische Unterstiitzung. AuRerdem sind
bei fortgeschrittener Gelenkdestruktion ggf. chirurgische MaRnahmen wie Korrekturen und

Gelenkersatz vonndten [2, 17, 19].

Die pharmakologische Therapie beinhaltet v. a. sogenannte Disease Modifying Antirheumatic
Drugs (DMARDs) [2, 16, 20]. Hierbei handelt es sich um eine heterogene Gruppe von
Pharmaka, fiir die eine Verlangsamung der Progression bzw. Ubergang zur Remission fiir die
RA nachgewiesen ist. Man unterscheidet zwischen csDMARDs (conventional synthetic),
tsDMARDs (targeted synthetic) und bDMARDs (Biologika). Dahingegen sollten Non-Steroidal
Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs) und Glucocorticoide aufgrund der bekannten
Nebenwirkungen sowie der Tatsache, dass sie den Langzeit-Krankheitsverlauf nicht

beeinflussen, nur kurzfristig eingesetzt werden [2, 20, 73, 74].

Bei den csDMARDs handelt es sich um antiproliferative Substanzen wie Methotrexat,
Sulfasalazin oder Leflunomid [2, 20], wobei dem Methotrexat als Antimetabolit eine
herausragende Rolle zukommt [73]. Dieses sollte in der Initialtherapie in Kombination mit
einem Glucocorticoid eingesetzt werden, welches nach einigen Wochen in der Dosis reduziert
und nach drei bis sechs Monaten ausgeschlichen werden sollte [73, 74]. Unter dieser Therapie
kommt es zu einer Remissionsrate von 73,6% nach 16 Wochen, die nach einem Jahr noch
60,2% betragt [73, 75].

Als tsDMARDs werden synthetische Molekile bezeichnet, die sich gegen bestimmte
Strukturen richten. Hier sind v.a. Inhibitoren der Janus-Kinase (JAK) wie beispielsweise
Tofacitinib oder Baricitinib zu nennen. Diese Substanzen hemmen die intrazellulare
Signaltransduktion via JAK, welche von verschiedenen Zytokinen genutzt wird [76, 77]. Somit
werden die vermehrte Transkription von Genen fir Zytokine sowie die Reifung und Aktivierung
von Leukocyten und die damit verbundene Entziindungsreaktion bzw. Aufrechterhaltung

derselben gehemmt [77, 78].

Bei den Biologika handelt es sich im Kontext der Therapie der RA v.a. um monoklonale
Antikdrper, beispielsweise gegen TNF-a (Adalimumab), das von verschiedenen Immunzellen
exprimiert wird oder den Interleukin-6-Rezeptor (Tocilizumab), der v.a. von B-Zellen und
Plasmazellen exprimiert wird [77]. An B-Zellen greift auch Rituximab, ein Antikdrper gegen
CD20, an [77]. Eine weitere relevante Substanz ist Abatacept, ein Fusionsprotein, das die
Aktivierung von T-Zellen durch die Bindung an CD80/86 an antigenprasentierenden Zellen
verhindert. All diese Substanzen hemmen somit tber ihre jeweiligen Zielstrukturen bestimmte
Signalwege und tragen so zu einer gezielten Unterbrechung der proinflammatorischen
Reaktionen bei. Das Ansprechen auf die Substanzen ist von Patient zu Patient unterschiedlich.
Einige Patienten zeigen ein schlechtes Ansprechen auf Biologika [79]. Zur

Therapieoptimierung ware es von Vorteil, Biologika in vitro testen zu konnen oder Biomarker
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zu identifizieren, anhand derer eine Vorhersage fir das Ansprechen maéglich ist. Fiir Abatacept
konnte in mehreren Studien ein verbessertes Ansprechen von ACPA-positiven im Vergleich
zu ACPA-negativen Patienten nachgewiesen werden [79-82]. Ein solcher Zusammenhang
konnte flr andere Substanzen, beispielsweise fir TNFa-Hemmer, bisher nicht nachgewiesen
werden [82].

Verschiedene Faktoren sind mit einer hohen Remissionswahrscheinlichkeit assoziiert. Hierzu
gehdren eine kurze Krankheitsdauer, mannliches Geschlecht, Nichtraucher, junge Patienten,
geringe Krankheitsaktivitat und fehlende serologische Marker [2]. In der Schwangerschaft
kommt es physiologischerweise aufgrund der gewissen Immuntoleranz zu einer Besserung
[2]. Hingegen mit einer schlechten Prognose assoziiert sind beispielsweise eine hohe Anzahl
betroffener Gelenke, Nichtansprechen auf die initiale csDMARD-Therapie oder hohes CRP
[73].

Trotz aller Fortschritte, insbesondere durch die Einfihrung von Biologika, bleibt festzuhalten,
dass eine Heilung der Erkrankung bisher nicht moglich ist und alle bislang verfugbaren
Therapieoptionen aufgrund der nicht RA-spezifischen Wirkung auf das Immunsystem mit
Nebenwirkungen verbunden sind. Daher ist eine weitergehende Erforschung der
Pathophysiologie der RA notwendig, um gezieltere und wirksamere Therapien entwickeln zu

konnen.

1.1.5 Bisherige Forschung

Zur Erforschung der RA kamen in der Vergangenheit verschiedene Modelle zum Einsatz,
darunter Tiermodelle, hauptsachlich in Nagern wie Mausen und Ratten, als auch Zellkulturen
sowie Kulturen von Geweben. Aufgrund der Unterschiede zwischen der humanen
Immunantwort und der von Nagern ist die Ubertragbarkeit von in vivo-Tiermodellen auf den
Menschen nicht notwendigerweise gewahrleistet [83]. Diesbezuglich ergibt sich ein Vorteil
humaner Modelle, auch wenn es sich hierbei um ex vivo-Modelle handelt. Auch gibt es
ethische Vorbehalte gegen die Verwendung von in vivo-Tiermodellen, weshalb deren
Anwendung auf ein absolut notwendiges Mal} beschrankt werden sollte, zumal wenn, wie in
diesem Beispiel, humanspezifische Besonderheiten der Immunreaktion untersucht werden
sollen. Auch die Verwendung humanen Materials zur ex vivo-Forschung unterliegt strengen
Voraussetzungen, allerdings sind die ethischen Bedenken zur Verwendung eines ansonsten
verworfenen Operationsmaterials, wie in der vorliegenden Studie, und natirlich mit

Einverstandnis der Patienten, gering.

In Zellkulturen hauptsachlich synovialer, weniger chondraler Zellen, kann beispielsweise die
Expression verschiedener Oberflachenantigene oder die Zytokinproduktion durch diese Zellen
mittels Verfahren wie ELISA untersucht werden. Exemplarisch sei hier die Arbeit von Noack

et al. [84] genannt, in der eine Zellkultur aktivierter peripherer Monozyten mit RA-Synoviozyten
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angelegt wurde. Es wurde der Effekt verschiedener Dosen Methotrexat allein oder in
Kombination mit verschiedenen Biologika, wie sie auch fur die Therapie der RA in vivo
eingesetzt werden, auf die Zytokinproduktion, die mittels ELISA gemessen wurde, untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass eine der niedrigsten untersuchten Dosen am effektivsten die
Zytokinproduktion reduzierte. Dies geschah jedoch nicht in dem Male wie durch die
verschiedenen untersuchten Biologika. Deren Effektivitat konnte durch die Kombination mit

Methotrexat nicht signifikant gesteigert werden.

Untersuchungen von verschiedenen Geweben wurden bisher haufig isoliert betrachtet, indem
nur Knorpel- oder Synovialisgewebe untersucht wurde, was jedoch nicht die Interaktionen der
beiden Gewebetypen [85] berlcksichtigt. Ein Knorpelmodell zur Durchflihrung verschiedener
Untersuchungen wurde in der Studie von Thudium et al. [86] beschrieben. Broeren et al. [87]
prasentierten 2019 ein Modell, in dem aus Synovialisbiopsien von RA-Patienten isolierte
synoviale Zellen eine Matrix besiedeln. In dieser Form formieren sich die Zellen dhnlich dem
Synovialisgewebe in vivo, indem beispielsweise das typische lining layer ausgebildet wird.
Dieses Synovialis-Modell wurde verschiedenen Entziindungsmediatoren ausgesetzt und es
konnte gezeigt werden, dass pathophysiologische Reaktionen wie bei der RA auftreten, so
z.B. die Zunahme von Zellschichten im lining layer oder die gesteigerte Synthese
proinflammatorischer Zytokine. Das Ziel der Studie lautete, ein Modell zu entwickeln, das
sowohl die Zellkomposition als auch die Zell-Matrix-Interaktion der Synovialis abbildet. Die
nativen synovialen Biopsien sollten nicht verwendet werden, da eine Hyperplasie der
Synovialis bei den RA-Patienten bereits stattgefunden haben kdnnte und somit nicht mehr der
Beginn derselben untersucht werden kénnte. Aulterdem wurde angeflihrt, dass sich Biopsien
desselben Gelenks deutlich unterscheiden kdnnen in Bezug auf die Anzahl von Zellschichten
des lining layer sowie die Komposition und Verteilung synovialer Zellen im sublining. Allerdings
sind gerade diese Inhomogenitaten typisch fur das Gewebe in vivo. Zusammenfassend konnte
hier also eine de novo-Ausbildung eines lining layer sowie dessen Hyperplasie durch
Stimulation gezeigt werden. Ahnlich hierzu wurden in der Arbeitsgruppe von Peck et al. [88]
porcine Chondrozyten isoliert und in eine Matrix eingebettet. Diese wurden co-kultiviert mit
synovialen Fibroblasten einer Sarkom-Zelllinie und mittels Lipopolysaccharid aktivierten
Makrophagen. Durch diese Zellkomposition wurde die  Genexpression  flr
Entziindungsmediatoren hoch- und die chondrale Genexpression fur Matrixkomponenten
(Typ-ll-Kollagen, Aggrecan) herunterreguliert. Die Veranderungen fluhrten zu einem
Matrixverlust und gesteigerten Apoptoseraten der Chondrozyten. Interessanterweise konnten
die genannten, RA-ahnlichen Veradnderungen des Knorpels durch die Substitution von
Celecoxib regeneriert werden. Aufgrund des Aufbaus des Modells konnten die
pathophysiologischen Veranderungen der Synovialis im Entziindungszustand nicht untersucht

werden.
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Co-Kulturen intakten Gewebes wurden bisher entweder als Kulturen von Knorpelscheiben mit
synovialen Fibroblasten oder, im Falle von Kulturen von Knorpel- und Synovialisgewebe, in
tierischen oder hybriden Modellen untersucht. Beispielhaft genannt seien hier die Arbeiten von
Pretzel [85] und Schultz [89]. Pretzel kultivierte bovine Knorpelscheiben mit isolierten,
humanen synovialen Fibroblasten unter Stimulation mit TNF-a, IL-13 oder der Kombination
beider Zytokine. Es zeigte sich, dass die stimulierten Synoviozyten die Kollagensynthese des
Knorpels unterdriickten und die unter Zytokineinfluss durch die Chondrozyten selbst initiierte
Knorpeldegradation férderten. Unter Stimulation war die Aktivitdt gewebedegradierender
Enzyme wie Matrix-Metallo-Proteinasen und proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-8
sowohl in Chrondrocyten als auch in synovialen Fibroblasten erhoht. Die Aktivitat
gewebedegradierender Enzyme war in der Co-Kultur deutlich héher als in der Knorpel-
Monokultur, was auf die oben erwahnten Wechselwirkungen der beiden Gewebetypen im
Rahmen der Pathophysiologie der RA hindeutet. Auch in diesem Modell wurden lediglich
synoviale Fibroblasten betrachtet, welche allerdings mdglicherweise nicht die einzigen
beteiligten Zellen vonseiten der Synovialis sind. Aulderdem gelten auch fir diese Arbeit die
genannten Einschrankungen der Ubertragbarkeit von tierischen bzw. Hybridmodellen auf den
Menschen. Diese Limitierung hat die Arbeitsgruppe um Schultz et al. [89] bereits 1996 erkannt.
Es wurde die fehlende Moglichkeit, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen zu studieren,
hervorgehoben. AulRerdem war schon damals bekannt, dass isolierte Zellen in Kultur
strukturelle Veranderungen sowie Veranderungen der Genexpression erfahren, was eine
Erforschung der Eigenschaften eines bestimmten Zelltyps in vivo verkompliziert. Deshalb
stellte die Arbeitsgruppe in der genannten Studie unter anderem eine Co-Kultur von intaktem
Knorpel- und Synovialisgewebe her. Beide Komponenten wurden gemeinsam in eine Matrix
eingebettet und mit einem Nahrmedium versorgt, sodass eine bis zu zehnwdchige Kultur
untersucht wurde. Nach etwa vier Wochen konnte eine Invasion von Zellen der Synovialis in
den Knorpel beobachtet werden, die bei RA-Synovialis signifikant haufiger war als bei Arthrose
(Osteoarthritis = OA). Es gibt zwei wesentliche Limitationen der Studie. Zum einen wurden die
Kulturen lediglich mit einem Nahrmedium versorgt und nicht mittels Entzindungsmediatoren
stimuliert, wodurch die inflammatorische Komponente der RA unter Umstanden nicht
genugend berucksichtigt wurde. Zum anderen wurde der Knorpel zum Teil im Rahmen von
gelenkchirurgischen Eingriffen entnommen, zum Teil handelte es sich um Knorpel des
Nasenseptums und es kam auch boviner Knorpel zum Einsatz. Obwohl die Autoren betonen,
dass es keine Unterschiede beziiglich der Knorpelentitat gab, bleibt festzuhalten, dass eine

Ubertragbarkeit auf die Situation in vivo unter diesen Umstéanden fraglich ist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es eines Modells bedarf, in dem eine Arthritis

in vitro induziert werden kann und in dem die beteiligten Kompartimente Knorpel und
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Synovialis in ihrer Interaktion unter Stimulation untersucht werden kénnen. An einem solchen

Modell ware auch die Untersuchung neuer Therapeutika vorstellbar.

1.2 Zielsetzung der Studie

Ziel der Studie ist es, ein humanes ex vivo-Modell zu etablieren, das eine experimentelle
Arthritis mit den beteiligten Kompartimenten Knorpel und Synovialis simuliert. Dieses soll dem
Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen Knorpel und Synovialis im Gewebeverband, wie
er auch in vivo vorliegt, dienen. Konkret werden Unterschiede und Gemeinsamkeiten der
entzindlichen Reaktion bei den Entitdten OA und RA unter fakultativer Stimulation untersucht.
Hierzu dienen histologische Parameter wie die Zellkomposition der Synovialis, Interaktionen
zwischen Knorpel und Synovialis, die immunhistochemische Identifikation und Quantifizierung
bestimmter Zelltypen sowie die Bestimmung des Proteoglycangehalts des Knorpels als Mafl}

der Degradation desselben.
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2 Material und Methoden

2.1 Labormaterial

Nachfolgend findet sich tabellarisch aufgelistet das verwendete Material, unterteilt in Gerate,

Chemikalien, Antikérper und Verbrauchsmaterial sowie alphabetisch sortiert.

Tabelle 2.1: Gerate

Beschreibung

Bezeichnung

Firma

Abzug Airflow-Control Vinitex, Sint Oedenrode,
NL

Bildverarbeitungssoftware ImageJ

Kamera Nikon DS Vi 1 Nikon, Dusseldorf

Kryostat Leica CM 3000 Leica Biosystems,
Nussloch

Magnetrahrer Heidolph MR 3001 Heidolph Instruments
GmbH & CO. KG,
Schwabach

Mikroskop Axioskop 2 plus Carl Zeiss, Jena

Mikroskopiersoftware

NIS-Elements F

Nikon, Disseldorf

pH-Meter

Hanna pH 211

Hanna Instruments
Deutschland GmbH,

Vohringen

Pipetten

Eppendorf Reference 2

Eppendorf AG, Hamburg

Statistiksoftware

R Version 3.5.0 (The R
Foundation for Statistical

Computing)

Trockenschrank

Heraeus Holding GmbH,

Hanau

Vortexmischer

VWR International bvba,

Leuven, B

Waage

Sartorius AG, Géttingen

Tab. 2.1: Aufgelistet sind die verwendeten Geréatschaften inkl. Hersteller.

Tabelle 2.2: Chemikalien

Stoff

Firma

Agarose-Tabletten 0,5g Agarose/ Tablette

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Antibody Diluent with background reducing

components

Dako, Glostrup, DK

Dako REAL™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

Dako, Glostrup, DK

Dulbecco's Modified Eagle Medium, high
glucose, GlutaMAX™ Supplement

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Eisessig

Eosin G-Lésung 0,5% wassrig

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethanol 70%

Ethanol 80%

Ethanol 96%

Ethanol 99,5%

Fetal Bovine Serum, Heat Inactivated

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Hamalaun Mayer

Merck KGaA, Darmstadt

Hamatoxylinldsung A nach Weigert

(alkoholische Hamatoxylinlésung 1 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hamatoxylinlésung B nach Weigert (saure

Eisen(lll)-chlorid-Losung)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ham's F-12 Nutrient Mixture

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Hematoxylin

Dako, Glostrup, DK

Insulin, Transferrin and Selenium 500X
(ITS)

Lonza Group AG, Basel, CH

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

KP Cryocompund-Einbettmedium

Klinipath BV, Duiven, NL

Lichtgrin SF fur die Mikroskopie

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumhydroxid-Losung 5SM

Merck KGaA, Darmstadt

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

PBS 10X pH 7,4

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Recombinant Human IL-183

PeproTech, Rocky Hill, NJ USA

Recombinant Human TNF-a

PeproTech, Rocky Hill, NJ USA

Roti®-Histokitt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Roti®-Histol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Safranin O fir die Mikroskopie

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Salzsaure 1M

Merck KGaA, Darmstadt

Salzsaure 2M

Merck KGaA, Darmstadt

Trizma® base

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trizma® hydrochloride

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trypsin From Porcine Pancreas

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

TWEEN® 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

VectaMount AQ Mounting Medium

Vector Laboratories Burlingame, CA, USA

Tab. 2.2: In der Tabelle sind die verwendeten Chemikalien mit Herstellern aufgelistet.

Tabelle 2.3: Antikorper

Spezifitat

Firma

Mouse Anti-Human CD55-UNLB

SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA

Negative Control Mouse IgG1

Dako, Glostrup, DK

Monoclonal Mouse Anti-Human CD68
(Concentrate) Clone EBM11

Dako, Glostrup, DK

Tab. 2.3: Aufgefiihrt sind die verwendeten Antikorper.

Tabelle 2.4: Verbrauchsmaterial

Firma

Beschreibung

Bezeichnung

Deckglaschen

Deckglaser 24 x 60 mm

Einmal-Biopsiestanze

pfm medical ag, KéIn

Eppendorf-Tube, 1,5 ml

Eppendorf Safe Lock Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf-Tube, 2 ml

Eppendorf Safe Lock Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Falcon-Tube, 25 ml

Cellstar® Tubes

Greiner Bio-One International

GmbH, Kremsminster, A

Falcon-Tube, 50 ml

Cellstar® Tubes

Greiner Bio-One International

GmbH, Kremsmiunster, A

Korkplattchen

Korkplattchen D = 20mm, Starke =

2mm

Bramswig GmbH, Dinklage

Metalldoschen

Aluminium cryo tubes + caps, 15 mi,

29mmx 30mm

Sanbio B.V. Uden, NL

Objekttrager

SuperFrost® plus

VWR International bvba,

Leuven, B
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Pipettenspitzen TipOne® Pipettenspitzen Starlab International GmbH,

Hamburg

Steriles Einmal-Skalpell | Feather Disposable Scalpel Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA USA

Wachsstift Super Pap Pen Invitrogen AG, Carlsbad, CA,

USA

Cellstar® Cell Culture Multiwell
Plate, 48 Well

Zellkulturplatte Greiner Bio-One International

GmbH, Kremsmunster, A

Tab. 2.4: In der Tabelle ist das verwendete Verbrauchsmaterial aufgelistet.

2.2 Untersuchungsmaterial

2.2.1 Beschreibung des Untersuchungsmaterials
Untersucht wurden Synovialis- und Knorpelfragmente von Patienten, die aufgrund einer
Arthrose (Osteoarthritis = OA) oder einer rheumatoiden Arthritis (RA) eine Hift- bzw. Knie-
Totalendoprothese im Rheinischen Rheumazentrum am St. Elisabeth-Hospital in Meerbusch-
Lank erhielten. Alle Patienten unterschrieben im Rahmen des Aufklarungsgesprachs eine von
Dusseldorf

Einverstandniserklarung zur Verwendung des Gewebes im Rahmen von rheumatologischen

der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat genehmigte
Studien (Ethikvotum Nummer 4944 vom 27.02.2015 zur Erforschung proinflammatorischer
Stoffe in Knorpel und Synovialis). In Tabelle 2.2.5 wird das Patientenkollektiv naher

beschrieben.

Tabelle 2.5: Patientenkollektiv

Entitat | Anzahl Geschlecht Alter in Jahren Gelenk
M w Median Spannweite Hufte Knie
RA 9 69 53-82 5
OA 10 6 76 56-81
Ges. 19 14 71 53-82 12

Tabelle 2.5: Angegeben sind die Anzahl der Proben aufgeschliisselt nach Entitat (RA bzw. OA) sowie Alter,
Geschlecht (M: mannlich; W: weiblich) und betroffenem Gelenk

Es wurden Proben von 19 Patienten untersucht. Neun Proben stammten von Patienten mit
RA, zehn von OA-Patienten. In der RA-Gruppe war das weibliche Geschlecht mit 8:1
Uberreprasentiert im Vergleich zur OA-Gruppe mit einem nahezu ausgeglichenen
Geschlechterverhaltnis (6:4). Dies deckt sich mit Erkenntnissen aus der bestehenden Literatur

[90, 91]. Das Alter zum Zeitpunkt des Gelenkersatzes lag bei der RA mit durchschnittlich 65,3
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Jahren niedriger als bei der OA mit 72,5 Jahren. Bei beiden Entitaten lag die Anzahl der Proben

fur das Kniegelenk hoher als die fur das Huftgelenk.

Die Klassifikation erfolgte nach den ACR/ EULAR Kilassifikationskriterien fir RA aus dem
Jahre 2010 [72] sowie den ACR Kilassifikationskriterien fir HUft- bzw. Kniearthrose aus den
Jahren 1991 und 1986 [92, 93]. Die Patienten wurden unabhangig von ihrer medikamentdsen
Therapie eingeschlossen. Als Material fur Positivkontrollen fir die immunhistochemischen
Untersuchungen stand nach der Entnahme schockgefrorenes Synovialisgewebe ebenfalls aus
dem Rheinischen Rheumazentrum zur Verfugung. An diesem war in friheren Untersuchungen

eine Positivitat fur CD55 bzw. CD68 nachgewiesen worden.

2.2.2 Entnahme und Aufbewahrung

Intraoperativ. wurden Proben von makroskopisch geeignet erscheinenden Knorpel- und
Synovialisbereichen entnommen. Diese wurden noch im OP-Saal in ein Medium bestehend
aus einer 1:1-Mischung von Dulbecco's Modified Eagle Medium und Ham's F-12 Nutrient
Mixture Gberflhrt. Nach dem unverziglichen Transport in unser Labor wurden die Proben noch

am gleichen Tag weiterverarbeitet.

2.3 Kultur

2.3.1 Schema

Es wurden zunachst Co-Kulturen, d.h. Kulturen, die Knorpel und Synovialis enthielten, fir je
7,15, 28 und 42 Tage angelegt und wahlweise nur ernahrt ohne Stimulation oder mit TNFa in
der Dosierung 10 pg/ml bzw. mit TNFa 10 pg/ml und gleichzeitig IL-1 in einer Dosierung von
5 pg/ml stimuliert. Nach Analyse einiger nach diesem Schema angelegten Proben zeigte sich,
dass es zweckmaliger ist, das Gewebe nur nach Tag 28 und 42 zu ernten, da zu den friiheren
Zeitpunkten noch keine signifikanten Veranderungen der Gewebe zu beobachten waren. Des
Weiteren wurden, wenn genugend Gewebe vorhanden war, Proben von Tag O ausgewertet.
Um die Chance auf die Ernte auswertbaren Gewebes zu erhdéhen, wurden in den Co-Kulturen
Doppelansatze angelegt. AuRerdem wurden Mono-Kulturen angefertigt, in denen nur Knorpel
oder nur Synovialis kultiviert wurde. Die Tabelle 2.6 veranschaulicht die Ansatze, wobei die
Zahlen die Anzahl der so angelegten Kulturen fir jedes Gewebe widerspiegeln. Die Angabe
im Feld Monokultur an Tag 28 unter TNF-Stimulation bedeutet, dass dieser Ansatz zunachst
nicht angelegt wurde. Im Zuge der Auswertung stellte sich allerdings heraus, dass es fir den
vorliegenden Versuch relevant ist, eine Knorpel-Monokultur nur mit TNF zu stimulieren, sodass
diese nachtraglich angesetzt wurde, wenn vom entsprechenden Gewebe noch tiefgefrorenes
Material vorlag. Insgesamt waren dies finf Gewebe mit zwei Doppel- und drei einzelnen

Ansatzen.



Tabelle 2.6: Schema Kultur

18

Tag Mono-/ Co- Ohne TNFa (n) TNFa + IL-1B
Kultur Stimulation (n) (n)
28 Co 2 2
42 Co 2
28 Mono 1 0-2 1

Tab. 2.6: In dieser Tabelle ist das Schema fiir die Kultur angegeben. n = Anzahl der Ansétze. Co-Kulturen
wurden an Tag 28 und 42 ohne Stimulation, mit Mono- und Costimulation in moglichst zwei Ansétzen
angelegt. Monokulturen wurden zunachst mit je einem Ansatz ohne Stimulation und mit Costimulation
angelegt. Fiir die Knorpel-Monokultur wurden schlieBlich noch nach Méglichkeit bis zu zwei Ansétze mit
TNFa-Stimulation angelegt,

Das Medium fur die Kultur bestand aus den in der folgenden Tabelle aufgefihrten
Inhaltsstoffen.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung Kulturmedium

Stoff Menge in mi
Dulbecco's Modified Eagle Medium 225
Ham's F-12 Nutrient Mixture 225
Fetal Bovine Serum, Heat Inactivated 50
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL) 5
Insulin, Transferrin and Selenium 500X (ITS) | 0,5

Tab. 2.7: In der linken Spalte sind die angegebenen Inhaltsstoffe, in der rechten deren Menge in ml fiir das
Kulturmedium aufgefiihrt

2.3.2 Anfertigung der Kulturen

2.3.2.1 Vorbereitung der Zellkulturplatte mit Agarose-Gel

Zunachst wurde die Agarose-Matrix gegossen. Daflir wurden zwei Agarose-Tabletten a 0,5 g
Agarose in einer Losung aus 25 ml PBS 1X und 25 ml einer Lésung aus einer 1:1-Mischung
von Dulbecco's Modified Eagle Medium und Ham's F-12 Nutrient Mixture aufgelost. Der
Flissigkeitsspiegel wurde am Gefald markiert und die Lésung finf Mal aufgekocht.
AnschlieBend wurde bis zur Markierung mit Aqua dest. aufgefullt, um das beim Kochen
verdampfte Wasser zu ersetzen. Von der hergestellten Agarose-Lésung wurden je 450 pl in
die Wells einer 48-Well-Zellkulturplatte pipettiert. In die noch flissige Lésung wurden
Platzhalter zentral eingebracht und das Gel 10 Minuten ausharten gelassen. AnschlieRend
wurden die Platzhalter entfernt und die Zellkulturplatte bis zur weiteren Verwendung bei 37°C

im Brutschrank gelagert. Zur Visualisierung des Vorgehens s. Abb. 1.
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2.3.2.2 Behandlung der Proben

Mittels einer Einmal-Biopsiestanze wurden 3 mm groRRe Knorpelstanzen gefertigt. Die
Synovialis wurde mit einem sterilen Skalpell in ca. 3 mm groRe Stucke geschnitten.
Anschliel3end wurde die vorbereitete Zellkulturplatte aus dem Brutschrank entnommen und in
je vorbereitetes Well zunachst eine Knorpelstanze und darauf ein Synovialis-Exzidat eingefiillt.
Das Gewebe wurde hiernach mit jeweils 500 ul des in Tabelle 2.7 beschriebenen Co-

Kulturmediums bzw. mit dem Medium und Zusatz von TNFa oder TNFa und IL-1f3 bedeckt.

2.3.3 Mediumwechsel

Alle zwei Tage wurde das Medium gewechselt, wobei jeweils 250 yl entnommen wurden und
genauso viel ersetzt wurde. Dieses Vorgehen hatte sich bewahrt, da bei Entnahme des
kompletten Volumens haufig die Synovialis- und Knorpelfragmente voneinander getrennt

wurden und dies so vermieden werden konnte.

234 Ernte

Nach der vorgesehenen Zeit wurde das Gewebe geerntet. Daflr wurde es en bloc mit dem
umgebenden Gel aus der Vertiefung der Zellkulturplatte gelést und anschlieRend vorsichtig
mit einem Skalpell das Gel vom Gewebe geldst. Es wurden Korkplatichen mittig mit einer
kleinen Menge Einbettmedium beschickt. Darauf wurde das Gewebe gebettet und zwar bei
der Co-Kultur so, dass beim spateren Schneiden sowohl Knorpel als auch Synovialis
gleichzeitig angeschnitten werden und die Kontaktflache der beiden Gewebetypen beurteilt
werden konnte. Falls das Gewebe nicht vollstdndig vom Einbettmedium umgeben war, wurde
ein weiterer Tropfen hinzugefiigt. Danach wurde das Plattchen mit dem Gewebe in 2-methyl-
butan bei -160°C schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung in Metalldéschen bei

-80°C gelagert. In Abbildung 1 ist das Prinzip der Kultur visuell dargestellt.

Abbildung 1: Schema Kultur
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Abb. 1: Aushérten des Gels mit einem Platzhalter in der Mitte des Wells. Knorpel und Synovialis werden
tibereinander in der entstehenden Aussparung platziert. Ndhrmedium * Entziindungsmediatoren wird
hinzugefiigt und alle 48 Stunden gewechselt. Nach 28 bzw. 42 Tagen erfolgt die Ernte des Gewebes en bloc.

2.4 Schneiden

Zum Anfertigen der Kryoschnitte wurde das Gewebe zunachst flir mindestens zwei Stunden
im Kryostaten auf eine Temperatur von -25°C gebracht. AnschlieRend wurde das
Korkplattchen mit dem darin eingebetteten Gewebe mittels Einbettmedium auf einen Halter
aufgebracht, welcher im Kryostaten an der dafur vorgesehenen Vorrichtung fixiert wurde. Nun
wurden 12 pm dicke Schnitte angefertigt und je drei Schnitte auf einen Objekttrager
aufgezogen. Nach Mdglichkeit wurden jeweils funf Objekttréger a drei Schnitten eines

Ansatzes angefertigt.
2.5 Fixieren

2.5.1 Anfertigung der Fixierlésung

Zum Fixieren des Gewebes wurde eine dreiprozentige Paraformaldehydlésung angesetzt.
Dafir wurden 7,5 g Paraformaldehyd unter dem Abzug in 200 ml auf 60°C erhitztem
destilliertem Wasser aufgel6st und dieses unter standigem Rihren tropfenweise mit 5-molarer
Natriumhydroxidldsung versetzt, bis die Losung klar wurde. Dann wurden 25 ml PBS 10X
hinzugefigt und anschlieRend der pH-Wert mit Salzsaure auf 7,0 eingestellt. Nach Erreichen
des gewunschten pH-Wertes wurde die Loésung mit Aqua dest. auf 250 ml aufgefullt. Die PFA-

Lésung ist mehrfach verwendbar und wurde eine Woche lang dunkel bei 4°C aufbewahrt.

2.5.2 Protokoll

Um das Gewebe auf dem Objekttrager zu fixieren, wurden die Objekttrager nach dem
Schneiden zunachst auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieRend wurden sie unter dem
Abzug fur 15 Minuten in die oben beschriebene Fixierlosung getaucht. Hiernach schloss sich
eine zehnminutige Behandlung mit 1X PBS an. Die L6sung wurde durch eine Verdinnung von
100 ml der 10X-Stammlésung mit 900 ml Aqua dest. hergestellt. Die Objekttrager wurden
schliel3lich in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, woflr sie fur je zwei Minuten in
70-, 80- und 95-prozentigen Alkohol getaucht wurden. Nun wurden die Praparate an der Luft
getrocknet. Auf diese Weise fixiert, wurden die Objekttrager bis zur weiteren Verarbeitung bei

4°C gelagert.
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2.6 Histologie

2.6.1 HE-Farbung

2.6.1.1 Definition
Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine Standardfarbung, die Zellkerne blau und Ubrige

Strukturen rosa bis rotlich mit unterschiedlicher Intensitat anfarbt.

2.6.1.2 Durchfuhrung der Farbung

Vor Durchfuhrung der Farbung wurden die Objekttrager in einer Kuvette mit Aqua dest.
rehydriert. In der Zeit wurde die Hamalaunlésung nach Mayer filtriert. Anschlieliend wurden
die Objekttrager in einen Halter gestellt, in welchem sie nacheinander in die Farbeldsungen
Uberfluhrt werden konnten. Zunachst erfolgte eine vierminitige Farbung mit der filtrierten
sauren Hamalaunlésung. Nach einer kurzen Spulung mit Aqua dest. wurden die Objekttrager
fur 15 Minuten in flieRendem, warmem Leitungswasser geblaut. Es folgte eine zweiminiitige
Spullung mit Aqua dest. Danach wurden die Objekttrager drei Minuten lang in wassriger Eosin-
G-Losung inkubiert, welche je 100 ml mit einem Tropfen Eisessig versetzt wurde, um durch
den Abbruch des alkalischen Blauens die Gegenfarbung zu erleichtern [94]. Nun wurden die
Objekttrager kurz mit Leitungswasser abgespdilt und anschlieRend unter dem Abzug Uber eine

aufsteigende Alkoholreihe entwassert.

2.6.1.3 Entwassern

Dabei wurde jede Alkoholkonzentration zwei Mal hintereinander in zwei verschiedenen
Behaltern verwendet, um die entsprechende Konzentration definitiv zu erreichen und nicht mit
der vorhergehenden Lésung zu verdinnen. Die Objekttrager wurden fur ca. zehn Sekunden
in 70-prozentigen Alkohol getaucht, anschlieRend eine Minute lang in 80-prozentigen und drei

Minuten in 99,5-prozentigen Alkohol.

2.6.1.4 Eindecken

Als Intermedium vor dem Eindecken wurde Roti®-Histol benutzt, in welches die Objekttrager
einmalig flr zwei Minuten getaucht wurden. Nach dem Trocknen wurden einige Tropfen Roti®-
Histokitt-Einbettmedium auf die Objekttrager aufgebracht, Deckglaschen aufgelegt und mit
einer 200-pl-Pipettenspitze ausgestrichen, um Uberflissiges Einbettmedium sowie
Lufteinschlisse zu entfernen. Die fertigen Objekttrager wurden an der Luft getrocknet und bis

zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.
2.6.2 S/O-Farbung

2.6.2.1 Definition
Mit der Safranin-O-Lichtgriin-Farbung (S/O-Farbung) kann der Proteoglycangehalt von

Knorpelgewebe visualisiert werden. Proteoglycane werden orangerot angefarbt. Gewebe, das
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keine Proteoglycane enthalt, erscheint weil} bis tlrkis. Die Zellkerne werden mit Hamatoxylin

braun bis schwarz angefarbt.

2.6.2.2 Herstellung der Eisenhamatoxylin-Lésung nach Weigert
Die Hamatoxylinlosung A nach Weigert, eine einprozentige alkoholische Hamatoxylinldsung
und die Ldsung B, eine saure Eisen(lll)-chlorid-Lésung, wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt.

Die fertige Losung ist eine Woche haltbar und wurde dunkel gelagert.

2.6.2.3 Herstellung der Lichtgrin-Lésung
Es wurde eine 0,02-prozentige Lichtgrin-Losung verwandt. Daflr wurden mit einer Feinwaage

0,02 g Lichtgrin-Pulver abgewogen und in 100 ml Aqua dest. geldst.

2.6.2.4 Herstellung der Safranin-O-Lésung
Zur Herstellung der 0,1-prozentigen Safranin-O-Losung wurden 0,1 g Safranin O in 100 ml

Aqua dest. gelost.

2.6.2.5 Farbeprozess

Zunachst wurden die Objekttrager mit Aqua dest. rehydriert. Wahrenddessen wurden die
Lésungen wie oben beschrieben hergestellt. Als erstes erfolgte eine Farbung der Zellkerne
durch funfminltige Farbung der Objekttrager mit Eisenhamatoxylin nach Weigert. Um diese
Farbung haltbar zu machen, erfolgte nach dem Abspulen mit destilliertem Wasser eine
Spulung mit flieRendem, warmem Leitungswasser Uber 15 Minuten. Anschlie®end wurden die
Objekttrager fur funf Minuten mit der Lichtgriin-Lésung gefarbt. Um diesen Farbeprozess zu
beenden, erfolgte ein zehnsekiindiges Bad in einprozentiger Essigsaure. Die Anfarbung der
Proteoglycane erfolgte durch Inkubation mit der Safranin-O-Lésung fir zehn Minuten. Daran
schlossen sich die Entwasserung und das Eindecken analog zur HE-Farbung in Kapitel 2.6.1.3
und 2.6.1.4 an.

2.6.3 Immunhistochemie

2.6.3.1 Definition

Die immunhistochemische Anfarbung diente der Darstellung der Expression und Verteilung
der Oberflachenantigene CD55 und CD68, wobei CD55 von synovialen Fibroblasten [54, 95-
97] und CD68 von Makrophagen [54, 96-98] exprimiert wird und deren Unterscheidung dient
[54]. Die Antigene werden, je nach Testkit, mit einer bestimmten Farbe, hier rétlich, sichtbar
gemacht. Die Zellkerne werden, analog zur HE-Farbung, mit Hamatoxylin blaulich

gegengefarbt.

2.6.3.2 Ansetzen des Tris-Puffers
Zur Herstellung des Spuilpuffers wurden 6 g Trizma® hydrochloride, 1 g Trizma® base und 9

g Natriumchlorid mit 1 Liter Aqua dest. angesetzt. Als Detergens wurde pro Liter Lésung 1 ml
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TWEEN® 20 unter standigem Ruhren hinzugefugt. Anschliefend wurde der pH des Puffers
mittels Hinzufligen von 1- bzw. 2-molarer Salzsaure oder 5-molarer Natriumhydroxid-Lésung

auf einen Wert zwischen 7,4 und 7,6 eingestellt, wobei ein Wert von 7,5 angestrebt wurde.

2.6.3.3 Ansetzen der Trypsin-Losung

Da durch die Fixierung Proteine vernetzt werden kénnen, welche in dieser Form nicht als
Epitope durch die Antikdrper erkannt werden, missen diese Proteinvernetzungen aufgeldst
werden [99]. Dies geschah in der vorliegenden Arbeit mithilfe der PIER genannten Technik,
bei der proteolytische Enzyme die Proteinvernetzungen l6sen sowie die Gewebepermeabilitat
steigern [99]. Es wurde ein 0,1-prozentiger Trypsin-Puffer verwandt. Fir diesen wurden 0,16
g Trypsin und 0,16 g Kaliumchlorid mit 160 ml des o.g. Tris-Puffers angesetzt. Vor Verwendung

wurde die Lésung auf 37°C erhitzt, um das Temperaturoptimum flr Trypsin zu erreichen.

2.6.3.4 Vorbereitung der Objekttrager

Die Objekttrager wurden beschriftet, wobei immer nach dem gleichen Schema vorgegangen
wurde, um Verwechslungen im Verlauf auszuschlieRen. Es wurde je ein Objekttrager fur die
Analyse der Expression von CD68 sowie einer fur CD55 verwendet. Die oberen beiden
Schnitte wurden mit dem entsprechenden Antikérper (CD55 oder CD68) inkubiert, der dritte
Schnitt diente als Negativkontrolle zur Uberpriifung einer unspezifischen Anfarbung. Im Falle
von CD55 wurde als Negativkontrolle ein monoklonaler Maus-IgG1-Antikdrper gegen ein
Enzym, das von Saugern nicht exprimiert wird, eingesetzt, im Falle von CD68 ein Tropfen des
Verdinnungsmediums Antibody Diluent with background reducing components, um die
Reaktion auf beide Substanzen zu Uberprufen. Als primarer Antikérper wurden gegen CD55
bzw. CD68 gerichtete murine Antikdrper verwandt. Bei dem sekundaren Antikdrper handelte
es sich um Immunglobuline aus der Ziege gegen Maus und Kaninchen. Diese banden an den
primaren murinen Antikorper. Mittels der Negativkontrolle Mouse-lgG1 sollte ausgeschlossen
werden, dass der sekundare Antikdrper unspezifisch an das Gewebe bindet, da die Kontrolle
normalerweise keine Bindungen mit humanem Gewebe eingeht. Die Negativkontrolle mit dem
Verdinnungsmedium sollte ausschliel®en, dass dieses Bindungsstellen fir den sekundaren
Antikérper enthalt, sodass jede Probe positiv ware, da alle Antikdrper mit dem Medium
verdunnt wurden. Mit einem Wachsstift wurde um jeden Schnitt ein geschlossener Wachsring
gezogen, um ein Verlaufen der verwendeten Losungen mit einer Vermischung der Proben
oder Negativkontrolle zu vermeiden. Die Objekttrager wurden fir zwei Minuten im Tris-Puffer
rehydriert. Anschliel3end folgte eine zehnminttige Proteolyse mit der auf eine Temperatur von
37°C gebrachten Trypsin-Lésung. Um die Proteolyse zu beenden, wurden die Objekttrager
vier mal zwei Minuten mit dem Spulpuffer gewaschen, welcher nach jedem Waschschritt

verworfen wurde.
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2.6.3.5 Ansetzen der Antikoérper-Losungen
Die kommerziell erhaltlichen Antikbrper-Losungen wurden verdinnt, um eine unspezifische
Anfarbung zu vermeiden. Die folgende Tabelle zeigt die Konzentrationen der

Ursprungslésungen und die Verdinnungen.

Tabelle 2.8: Verdiinnungstabelle Antikorper

Konzentration Verdunnungs- | Konzentration Menge Antikorper/ 500
Stammldsung verhaltnis Gebrauchslésung pI Gebrauchslésung
CD68 | 237 mgl/l 1:400 0,593 ng/pl 1,25 pl
CD55 | 0,1 pg/ul 1:300 0,333 ng/ul 1,7 ul
IgG1 | 100 ng/pl 1:170 0,588 ng/pl 2,94 ul

Tab. 2.8: In der Tabelle sind die Verdiinnungen der jeweiligen Antikorper mit der resultierenden
Konzentration der Gebrauchslosung und der Menge an Antikorper pro 500 pl Gebrauchslésung angegeben.

Zur Verdunnung wurde die Antibody Diluent-L6sung aus dem Kit verwendet. Diese wurde als
erstes in ein beschriftetes Eppendorf-Réhrchen der entsprechenden GrofRe pipettiert.
AnschlieRend wurde die Antikérper-Stammldsung hineinpipettiert und durch wiederholte
Aspiration mit der Pipette beides vermischt sowie die gesamte Antikérper-Stammldsung aus
der Pipettenspitze ausgewaschen. Vor der Verwendung wurden die Losungen noch einmal
mit dem Vortexmischer vermischt, um eine gleichmalige Antikdrperkonzentration zu

gewahrleisten.

2.6.3.6 Farbung mittels IHC-Kit

In vorbereiteten Feuchtkammern wurden die abgetropften Objekttrager ausgelegt. Zur
Reduktion unspezifischer Bindungen erfolgte eine Inkubation der Schnitte mit Antibody diluent
with background reducing components. Nach 30-minutiger Einwirkzeit wurde dieses nur
abgeklopft und pro Schnitt etwa 50 ul Antikdrper und Negativkontrollen mittels Pipetten und
entsprechenden Pipettenspitzen aufgebracht, bis der ganze Schnitt benetzt war. Nach
Beendigung der Inkubationszeit von einer Stunde erfolgte eine Spilung mit dem Tris-Puffer,
wobei zunachst nur die oberen beiden, also die Antikérper-benetzten Schnitte in ein mit dem
Puffer gefiilites 50-ml-Tube getaucht wurden, um eine Kontamination der Negativkontrollen
mit den Antikdrpern zu vermeiden. Danach folgte eine dreimalige, je zweiminltige Spulung,
wobei der Spulpuffer nach jedem Waschschritt verworfen wurde. Die Uberschussige
Flissigkeit wurde abgeklopft und die Objekttrager erneut in die Feuchtkammern Gberflhrt. Es
schloss sich eine 15-mindtige Inkubation mit dem biotinylierten sekundaren Antikdrper aus
dem Kit an (Dako REAL™ Link, Biotinylated Secondary Antibodies (AB2); biotinylierte Ziege-
Anti-Maus- und Ziege-Anti-Kaninchen-Immunglobuline). Nach erneutem dreimaligem
Waschen wurde Dako REAL™ Streptavidin Peroxidase (HRP) (an Meerrettichperoxidase
konjugiertes Streptavidin) aufgetropft. Der Uberschuss wurde nach 15 Minuten ebenfalls nach

dem o.g. Schema abgewaschen und anschlielend die Schnitte mit jeweils etwa 50 pl
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Chromogen, welches durch die Meerrettichperoxidase am Streptavidin umgesetzt wird, fir 10-
15 Minuten inkubiert, bis makroskopisch eine Rotfarbung sichtbar war. Daran schloss sich ein
zweimaliges Spulen mit Tris-Puffer sowie kurzes Abspulen mit Aqua dest. an, bevor eine
zweiminutige Inkubation mit Hamatoxylin zur Darstellung der Zellkerne erfolgte. Zum Blauen
im alkalischen Milieu wurden die Klvetten mit den Objekttragern unter flieRendes, warmes

Leitungswasser gestellt.

2.6.3.7 Eindecken

Um einem Austrocknen der Schnitte und einer hierdurch mdglichen Beeinflussung der
Farbung vorzubeugen, wurden nur je 3 Objekttrager zugleich hochkant zum Abtropfen
hingestellt. Nach dem Abtropfen wurde Uberschissige Flissigkeit um die Schnitte herum
vorsichtig mit einem weichen Papiertuch abgetupft. Pro Objekttrager wurden etwa 5 Tropfen
Eindeckmedium (VectaMount) aufgebracht, ein Deckglaschen aufgelegt und mittels einer 200-
pI-Pipettenspitze ausgestrichen, um Uberschissiges Eindeckmedium zu entfernen und das
Deckglaschen zu fixieren. Die so eingedeckten Praparate wurden bis zum Trocknen
waagerecht gelagert, um ein Auslaufen des Eindeckmediums zu verhindern. Bis zur

mikroskopischen Auswertung erfolgte die Lagerung bei Raumtemperatur.
2.7 Auswertung

2.7.1 Mikroskopie

Zur Auswertung wurden die Schnitte bei 100- bis 200-facher Vergrofierung unter dem
Mikroskop begutachtet. Fir die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurden
bei einer 200-fachen Vergrdlierung Fotos angefertigt und im TIF-Format mit einer Auflésung
von 1600 x 1200 Pixeln bei 96 dpi gespeichert. Pro Gewebe wurden moglichst zwei bis drei

Aufnahmen inklusive Negativkontrollen (mouse-lgG 1) zum Abgleich angefertigt.

2.7.1.1 HE-Farbung

Die Auswertung der mittels der Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbten Schnitte hatte zum Ziel,
den semiquantitativen Synovialitis-Score nach Krenn zu bestimmen [9] und so das Ausmalf}
der entzindlichen Aktivitat in der Synovialis zu quantifizieren und vergleichbar zu machen. Um
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde der Krenn-Score immer durch

denselben Untersucher erhoben.

Berticksichtigt werden im Krenn-Score die Anzahl der Zellschichten im synovialen lining layer,
also der Deckzellschicht, das Ausmal der entziindlichen Infiltrate im Gewebe sowie die
Zellkomposition im synovialen Stroma. Diese Kriterien werden unabhangig voneinander in
einem vierstufigen Score von 0 bis 3 erhoben und zu einem Gesamtscore addiert, wobei Werte

zwischen 0 und 9 méglich sind. Ein héherer Wert ist mit einem héheren Grad an entzindlicher
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Aktivitdt verbunden. Die nachfolgende Tabelle veranschaulicht die Zusammensetzung des

Scores.

Tabelle 2.9: Krenn-Score

Score lining layer (Anzahl Entziindliche Zellreichtum im
der Zellschichten) Infiltration Stroma
0 1 keine normal
1 2-3 leicht leicht erhoht
2 4-5 moderat moderat erhoht
3 26 stark stark erhoht

Tab. 2.9: Dargestellt ist der von Krenn beschriebene Synovialitis-Score [9]. In drei Kategorien kénnen 0-3
Punkte vergeben werden, sodass der Gesamt-Score 0-9 Punkte betragen kann.

Zu beachten ist, dass in einigen Fallen nur Teilscores erhoben werden konnten, da z.B. kein
lining layer abgrenzbar war. Fir Auswertungen, denen der Gesamtscore zugrunde lag,
konnten diese Proben nicht berlicksichtigt werden. Wenn nur ein Teilscore flir bestimmte
Auswertungen erforderlich war, wurden auch Gewebe, an denen der jeweilige Teilscore

bestimmt werden konnte, eingeschlossen.

2.7.1.2 S/O-Farbung

Zur Beurteilung des Proteoglycangehalts des mittels S/O-Farbung angefarbten Knorpels
wurde ein vierstufiger Score zugrunde gelegt, wobei 0 bedeutete, dass keine Proteoglycane
nachweisbar waren. 1 bedeutete einen niedrigen Proteoglycangehalt, 2 einen moderaten und
3 einen hohen Proteoglycangehalt nahezu ohne Proteoglycanverlust. Abb. 2 veranschaulicht
den Score. Zehn Praparate konnten nicht ausgewertet werden, da der Ansatz nur Synovialis

enthielt.
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Abbildung 2: S/O-Score
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2.7.2 Immunhistochemie mittels ImageJ

Bei 200-facher Vergro3erung wurden maglichst zwei bis drei Fotos pro Gewebe ausgewertet.
Mittels der frei verflgbaren Bildverarbeitungssoftware ImagedJ [100] wurde das Testbild mit der
dazugehdrigen Negativkontrolle verknipft. Die nachfolgenden Schritte der Bildanalyse sind in
Abb. 3 exemplarisch dargestellt. Farbton, Sattigung und Helligkeit wurden so angepasst, dass
die spezifische Rotfarbung auf dem Testbild erkannt wurde und das nicht angefarbte
Kontrollbild negativ war. Dieser Vergleich wurde zu Dokumentationszwecken abgespeichert.
AnschlieBend wurde das Testbild mit den im vorherigen Schritt ermittelten Werten bezuglich
des Farbtons, der Sattigung und Helligkeit in ein Schwarz-Weil3-Bild Gberfiihrt, in dem lediglich
die mittels Immunhistochemie rot angefarbten Bereiche schwarz waren. Dieses Bild wurde
wieder abgespeichert. Im nachsten Schritt wurden im Original-Testbild rechteckige regions of
interest (ROIs) mit einer GrofRe von 400 x 600 Pixeln unmittelbar unterhalb des lining layers
festgelegt. Diese waren mit der kurzen Seite in Richtung lining layer orientiert. Dabei wurde
darauf geachtet, dass das sublining der gegeniberliegenden Seite nicht miterfasst wurde [96]

und dass sich die ROIs nicht Gberlappten.
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Abbildung 3: Bildprozessierung mittels ImageJ

ue

Abb. 3: CD68, 200x. a und b: Angefirbtes Bild und Negativkontrolle. ¢ und d: Im Vergleich mit der
Negativkontrolle Markierung der angefirbten Bereiche duch Anpassung von Farbton, Sattigung und
Helligkeit. e und f: Positionieren einer ROl und Ubertragen auf das binarisierte Bild.

Pro Gewebe wurden moglichst drei ROls angelegt, wobei es aus Griinden der Gewebequalitat
sowie der zu geringen Grofe der Synovialisfragmente bei der CD55-Farbung in 45 Fallen
gelang, drei ROIls zu definieren, in 14 Fallen nur zwei und in vier Fallen nur eine. Fur die CD68-
Farbung konnten 53 Mal drei ROls generiert werden, in sieben Fallen zwei und sechs Mal nur
eine. Die ROIs wurden abgespeichert. Das Schwarz-Weil3-Bild wurde binarisiert und
nacheinander die entsprechenden ROIls hineingelegt. Es wurden der Prozentsatz der
gefarbten Flache innerhalb der gewahlten ROI sowie der absolute Wert dieser Flache in Pixeln
ermittelt. Falls in der ROI Blutgefale oder Risse im Gewebe vorhanden waren, wurden diese
umrissen und von der ROI subtrahiert [96], sodass unterschiedlich groRe ROls resultierten,
die allerdings ausschlieRlich Gewebe und keine Gefalle enthielten. Aus diesem Grund konnten
in der statistischen Auswertung der immunhistochemischen Praparate nur relative Angaben

miteinander verglichen werden.
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2.7.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des frei verfligbaren Programms R Version 3.5.0
(The R Foundation for Statistical Computing). Zur Analyse von Zusammenhangen und
Einflussfaktoren wurden gemischte lineare Modelle berechnet. Diese beinhalteten sowohl
univariate Analysen mit einer Adjustierung fur Alter und Geschlecht als auch multivariable
Analysen, in denen neben Alter und Geschlecht auch folgende weitere Variablen
bertcksichtigt wurden: Im Einzelnen handelte es sich bei den Variablen um die Entitat des
Gewebes, also ob es sich um OA oder RA handelte, den Zeitpunkt der Ernte, also Tag 0 direkt
nach der Entnahme, Tag 7, Tag 15, Tag 28 oder Tag 42. Weitere Variablen waren Mono- und
Co-Stimulation sowie Synovialis- bzw. Knorpel-Monokultur fir die Analyse des Krenn-Scores
und der Immunhistochemie bzw. des Proteoglycangehalts. Aufgrund der Tatsache, dass nicht
bei allen Geweben an allen Zeitpunkten und fir jede Stimulation Doppelansatze verfligbar
waren, wurde in diesen Berechnungen nur der anhand der HE-Farbung intaktere Ansatz mit
besser erhaltener Gewebequalitat (Ansatz a) bericksichtigt. Die Berechnungen fir den Krenn-
Score wurden sowohl flr den Gesamt-Score als auch fir die drei Teil-Scores erstellt. Als

Signifikanzniveau wurde a = 0,05 gewahilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht

3.1.1 Gewebe nach Entitat
In der nachfolgenden Tabelle sind die Explantate fiir einen Uberblick nach Nummer und Entitat

sowie Alter, Geschlecht und betrachtetem Gelenk prasentiert.

Tabelle 3.1 Explantatnummer und Entitat

Explantat Entitat Alter (Jahre) | Geschlecht Gelenk
1 OA 76 W Knie
2 OA 77 W Hufte
3 OA 75 W Knie
4 RA 70 W Hufte
5 OA 81 W Knie
6 OA 76 W Hifte
7 OA 76 M Knie
8 OA 56 M Knie
9 OA 76 M Knie
10 OA 68 M Knie
11 OA 64 W Hufte
12 RA 82 W Hufte
13 RA 53 W Hufte
14 RA 53 W Knie
15 RA 72 W Knie
16 RA 69 W Knie
17 RA 64 w Hifte
18 RA 71 M Knie
19 RA 54 W Knie

Tab. 3.1: In der linken Spalte ist die laufende Gewebenummer zu sehen, daneben ist aufgeschliisselt, ob es
sich um OA- oder RA-Gewebe handelt. AuBerdem sind das Alter in Jahren, das Geschlecht (W = weiblich,
M = mannlich) sowie das ersetzte und somit untersuchte Gelenk (Hiifte oder Knie) angegeben.

3.1.2 Anzahl der Messungen pro Farbung

Zunachst wurde analysiert, wie viele Messungen pro Farbung vorhanden waren. Vorhanden
bedeutete dabei, dass das entsprechende Gewebe in dem Ansatz vorlag und angefarbt wurde,
unabhangig davon, ob es auch auswertbar war. Grinde, die eine Auswertung unmaéglich
machten, waren in den meisten Fallen eine zu schlechte Gewebequalitat oder eine zu geringe

Zellularitat des Gewebes. Die Gewebe lagen zu bestimmten Zeitpunkten nicht vor, da z.B. die
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Auswertung nach Tag 7 und 15 nach einer gewissen Zeit eingestellt wurde. In anderen Fallen

lag nicht gentgend Gewebe flur alle Ansatze vor. AnschlieRend wird in Tab. 3.7 erlautert,

welche Griunde fur die fehlende Auswertbarkeit vorlagen.

3.1.2.1 HE-Farbung

In der nachfolgenden Tabelle sind, unabhangig von der letztlichen Auswertbarkeit, die in

Ansatz a vorhandenen Gewebe fur die HE-Farbung dargestellt. Die Aufschlusselung erfolgt

nach Erntezeitpunkt und Stimulation.

Tabelle 3.2: Vorhandene Gewebe HE-Farbung

E | Ta | Tag7 Tag 15 Tag 28 Tag 42
x g0

Mono Co Mono Co Mono Co Mono Co

uMmcluymMmcjuymjcfuyMmcfujMmCcjufmMmj|CjuU|Mmj|C|U|M|C
1 |+ N T e N
2 |+ N e L e e e I e e O I O I O e e e B O I O e e T I B B S
3 + - - - + [+ |+ | - - - + [+ |+ | - - - + |+ |+ | - - - - + | +
4 - - |- - - - - - |- - - - - - |- U I I I I I -+ |+ |+
5 - - - - - - - - - - - - - + | - + |+ |+ | - - - - + |+ | +
6 - I T i i I T R e I B I T B B B O B S A O R R e )
7 - N N T i I I T A I I B I B T B B O B S A O T R e )
8 - - |- - -] - - |- |- - -] - - |+ |- + |+ |+ |+ |- |- -+ |+ |+
9 |- e e I R R T I Rt D S SO I 3 R B A N I N A N NS (R U B S N S A
1 - S R R R S I A T T R R NS I S AR I S A S A R B N IS B S A S N S
0
1 - - |- - -] - - |- |- - -] - - |+ |- + |+ |+ |+ |- |- -+ |+ |+
1
1 + - |- - l- - - |- |- - - - - |+ |- + |+ |+ [+ |- |- -+ |+ |+
2
1 + - |- - -] - - - |- - -] - - |+ |- + |+ |+ |+ |- |- - -] - +
3
1 - - |- - -1~ - - |- - - - - |+ |- + |+ |+ [+ |- |- -+ |+ |+
4
1 - e e T T T e = i R R T . T IR B O O I A S e I I N R
5
1 - P T I I I T R A I R I T R B B O B O A O R e e
6
1 - P T I I I T R A I R I T R B B O B O A O R e e
7
1 - e e T T T e = i R R T . T IR B O O I A S e I I N R
8
1 + - |- - - - - - |- - - - - |+ |- + |+ |+ [+ |- |- -+ |+ |+
9
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Tab. 3.2: Ubersicht iiber vorhandene Gewebe der HE-Firbung. Mit einem fett gedruckten Plus sind
vorhandene Gewebe gekennzeichnet, mit einem Minus nicht vorhandene. Mono: Monokultur. Co: Co-
Kultur. U: unstimuliert. M: Monostimulation (TNFa). C: Costimulation (TNFa + IL-18).

3.1.2.2 S/O-Farbung

In der nachfolgenden Tabelle sind, unabhangig von der letztlichen Auswertbarkeit, die in

Ansatz a vorhandenen Gewebe fir die S/O-Farbung dargestellt. Die Aufschllisselung erfolgt

nach Erntezeitpunkt und Stimulation.

Tabelle 3.3: Vorhandene Gewebe S/O-Farbung

E | Ta | Tag7 Tag 15 Tag 28 Tag 42
x (g0

Mono Co Mono Co Mono Co Mono Co

uMmcijluymMmcjuymjcfuyMmciuMmCcju|Mmj|CjuU|Mj|C|U|M|C
1 - - |- - - - - - |- - - + |- |- - -] - - - |- - - - -
2 - T I i = I A I 2 O T O N A I R R I P I B e .
3 |+ N e e N e
4 - T T (e e e B e T I T R A T U B B N A O IR B S I N R
5 - - - - - - - - - - - - - + | - + |+ |+ | - - - - + |+ | +
6 - I e e e I i e L R e I B T G B G N A O U U I I B I
7 - I T i i I T R e I B I T B B B O B S A O R R e )
8 - N N T i I I T A I I B I B T B B O B S A O T R e )
9 - - |- - -] - - |- |- - -] - - |+ |- + |+ |+ |+ |- |- -+ |+ |+
1 + - - - -] - - |- |- - -] - - |+ |- + |+ |+ |+ |- |- -+ |+ |+
0
1 + - |- - l- - - |- |- - - - - |+ |- + |+ |+ [+ |- |- -+ |+ |+
1
1 - - |- - -] - - |- |- - -] - -+ |+ |- |+ |+ |+ |- |- -+ |+ |+
2 -
1 - - |- - - - - - |- - -] - - - |- + |+ |+ [+ |- |- - - - +
3
1 - P T I I I T R A I R I T R B B O B O A O R e e
4
1 - e e T T T e = i R R T . T IR B O O I A S e I I N R
5
1 - - - - |- - - - |- - |- - -+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |- -+ |+ |+
6
1 - e e T e e R e T S S S T A I S A B A O R B B I N )
7
1 - R N T T I I T RS ST S R RS IS A O I S T S S B A S A
8
1 - - |- - - - - - |- - - - - |+ |- + |+ |+ [+ |- |- -+ |+ |-
9

Tab 3.3: Ubersicht iiber vorhandene Gewebe der S/O-Firbung. Mit einem fett gedruckten Plus sind
vorhandene Gewebe gekennzeichnet, mit einem Minus nicht vorhandene. Mono: Monokultur. Co: Co-
Kultur. U: unstimuliert. M: Monostimulation (TNFa). C: Costimulation (TNFa + IL-1B).



3.1.2.3 CD55

In der nachfolgenden Tabelle sind, unabhangig von der letztlichen Auswertbarkeit, die in
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Ansatz a vorhandenen Gewebe fur die CD55-Farbung dargestellt. Die Aufschlisselung erfolgt

nach Erntezeitpunkt und Stimulation.

Tabelle 3.4: Vorhandene Gewebe CD55-Farbung
E | Ta | Tag7 Tag 15 Tag 28 Tag 42
x (g0
Mono Co Mono Co Mono Co Mono Co
UM u u/mMm UM UM u UM u Cc
1 + - |- - |- + - |- - |- +
2 |+ - |- - - |- + |+ - |- + - - + +
3 |+ - |- + - |- + |+ - |- + - - - +
4 - - |- - - |- - |- - |- - - |- - +
5 - - - - - |- - |- + | - + - - + +
6 |- - |- - - |- - |- + |- + - |- + +
7 |- - |- - - |- - - - |- + - - + +
8 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
9 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
1 - - |- - - |- - |- + |- + - |- + +
0
1 - - - - - - - - + | - + - - + +
1
1 + - |- - - - - |- + |- + - |- + +
2
1 + - - - - - - - + | - + - - - +
3
1 |- - |- - - |- - - + |- + - - + +
4
1 - - - - - - - - + | - + - - + +
5
1 |- - |- - - |- - - + |- + - - + +
6
1 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
7
1 |- - |- - - |- - - - |- + - - + +
8
1 + - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
9
Tab 3.4: Ubersicht iiber vorhandene Gewebe der CD55-Farbung. Mit einem fett gedruckten Plus sind
vorhandene Gewebe gekennzeichnet, mit einem Minus nicht vorhandene. Mono: Monokultur. Co: Co-

Kultur. U: unstimuliert. M: Monostimulation (TNFa). C: Costimulation (TNFa + IL-1B).



3.1.2.4 CD68

In der nachfolgenden Tabelle sind, unabhangig von der letztlichen Auswertbarkeit, die in
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Ansatz a vorhandenen Gewebe fur die CD68-Farbung dargestellt. Die Aufschlisselung erfolgt

nach Erntezeitpunkt und Stimulation.

Tabelle 3.5: Vorhandene Gewebe CD68-Farbung
E | Ta | Tag7 Tag 15 Tag 28 Tag 42
x (g0
Mono Co Mono Co Mono Co Mono Co
UM u u/mMm UM UM u UM u Cc
1 + - |- - |- + - |- - |- +
2 |+ - |- - - |- + |+ - |- + - - + +
3 |+ - |- + - |- + |+ - |- + - |- - -
4 - - |- - - |- - |- - |- - - |- - +
5 - - - - - |- - |- + | - + - - + +
6 |- - |- - - |- - |- + |- + - |- + +
7 |- - |- - - |- - - - |- + - - + +
8 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
9 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
1 - - |- - - |- - |- + |- + - |- + +
0
1 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
1
1 |+ - |- - - |- - - + |- + - - + +
2
1 + - - - - - - - + | - + - - - +
3
1 - - |- - - |- - |- + |- + - |- + +
4
1 - - - - - - - - + | - + - - + +
5
1 |- - |- - - |- - - + |- + - - + +
6
1 - - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
7
1 |- - |- - - |- - - - |- + - - + +
8
1 + - |- - - |- - |- + | - + - |- + +
9
Tab 3.5: Ubersicht iiber vorhandene Gewebe der CD68-Firbung. Mit einem fett gedruckten Plus sind
vorhandene Gewebe gekennzeichnet, mit einem Minus nicht vorhandene. Mono: Monokultur. Co: Co-

Kultur. U: unstimuliert. M: Monostimulation (TNFa). C: Costimulation (TNFa + IL-1B).
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3.1.3 Fehleranalyse

3.1.3.1 Ubersicht Fehlerzahl pro Farbung
Die nachfolgende Tabelle veranschaulicht, wie viele intendierte Analysen fur die
entsprechenden Farbungen nicht mdglich waren. In der Immunhistochemie (CD55 und CD68)

stehen die Kennzeichen 1-3, was die Messungen in den ROls 1-3 reprasentiert.

Tabelle 3.6: Fehleranzahl nach Farbung

Ansatz Fehler Auswertbar | Prozentsatz Fehler
Gesamt-Krenn 88 72 55
lining layer 88 71 55,35
Infiltrate 45 114 28,3
Zelldichte 47 112 29,56
SO-Score 6 144 4
CD55 1 87 63 58
CD55 2 88 59 59,86
CD55 3 88 45 66,17
CD68 1 84 65 56,4
CD68 2 84 60 58,33
CD68 3 84 52 61,8

Tab. 3.6: In der Tabelle sind je nach Farbung die Anzahl der auswertbaren sowie der nicht auswertbaren
Proben und der Prozentsatz der nicht auswertbaren Proben angegeben.

3.1.3.2 Grunde fiur die Nichtauswertbarkeit
In Tabelle 3.7 sind die moéglichen Grinde fur die fehlende Auswertbarkeit aufgefuhrt. Ferner

lag in einigen Fallen eine Kombination mehrerer der aufgefiihrten Grunde fur die fehlende

Auswertbarkeit vor.

Tabelle 3.7: Definition Griinde fiir die fehlende Auswertbarkeit

Fehler Beschreibung

1 schlechte Gewebequalitat

2 Gewebe zellarm

3 kein lining layer vorhanden

4 Sonstiges, z.B. nur Bindegewebe/ Gewebe nicht identifizierbar

Tab. 3.7: In der Tabelle sind die Griinde fiir die Nichtauswertbarkeit nummeriert und in der rechten Spalte
spezifiert.

3.1.3.3 Nicht auswertbare Proben HE
Im folgenden Diagramm sind die Griinde fir die fehlende Auswertbarkeit prozentual

dargestellt.
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Abbildung 4: Griinde fiir die fehlende Auswertbarkeit Krenn-Score

Grinde Nichtauswertbarkeit Krenn-Score (%)

46,6

m]l m2 =3 m4 mkombinierte

Abb. 4: Griinde fiir die Nichtauswertbarkeit des Gesamt-Krenn-Scores. 1: schlechte Gewebequalitit, 2:
Gewebe zellarm, 3: kein lining layer vorhanden, 4: sonstige. Wenn mehrere Griinde vorlagen, wurde dies
als ,kombinierte“ zusammengefasst.

3.1.3.4 Nicht auswertbare Proben S/O
In der S/O-Farbung waren lediglich sechs von 150 Schnitten (4%) nicht auswertbar, sodass

hier auf eine weitere Aufschllisselung verzichtet wird.

Tabelle 3.8: Anzahl der Griinde fiir die fehlende Auswertbarkeit in der S/O-Farbung

Fehler Beschreibung Anzahl
1 | schlechte 0
Gewebequalitat
2 | Gewebe zellarm 1
3 | kein lining layer 0
vorhanden
4 | Sonstiges 5
gesamt 6

Tab. 3.8: In den linken Spalten sind die Griinde fiir die fehlende Auswertbarkeit angegeben und definiert, in
der rechten Spalte die jeweilige Anzahl.

3.1.3.5 Nicht auswertbare Proben CD68

3.1.3.5.1 Nicht auswertbare Schnitte nach Anzahl
In der immunhistochemischen Anfarbung von CD68 war das Gewebe in 84 von 149 Fallen
(56,4%) gar nicht auswertbar. Das heil’t, dass keine der im Idealfall drei definierten ROIs

ausgewertet werden konnte. Wenn das Gewebe nicht ausgewertet werden konnte, war in den
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meisten Fallen die Gewebequalitat zu schlecht (1) oder es lag nur ein sehr kleiner Ausschnitt

intakten Gewebes vor, sodass keine ROI in der vorgegebenen Grof3e erstellt werden konnte

(4).

Im folgenden Diagramm sind die Grinde fir die fehlende Auswertbarkeit der CD68-Farbung

prozentual dargestellt.

Abbildung 5: Griinde fiir die fehlende Auswertbarkeit CD68

Grinde Nichtauswertbarkeit CD68 (%)

m]l m2 =3 =4 mkombinierte

Abb. 5 Griinde fiir die Nichtauswertbarkeit der CD68-Anfarbung. 1: schlechte Gewebequalitat, 2: Gewebe
zellarm, 3: kein lining layer vorhanden, 4: sonstige. Wenn mehrere Griinde vorlagen, wurde dies als
»,kombinierte“ zusammengefasst.

3.1.3.6 Nicht auswertbare Proben CD55

Das folgende Diagramm stellt die Grinde fur die fehlende Auswertbarkeit in der CD55-
Farbung prozentual dar.
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Abbildung 6: Griinde fiir die fehlende Auswertbarkeit CD55

Griinde Nichtauswertbarkeit CD55 (%)

m]l m2 =3 m4 mkombinierte

Abb. 6: Griinde fiir die Nichtauswertbarkeit der CD55-Anfarbung. 1: schlechte Gewebequalitat, 2: Gewebe
zellarm, 3: kein lining layer vorhanden, 4: sonstige. Wenn mehrere Griinde vorlagen, wurde dies als
»,kombinierte“ zusammengefasst.

3.2 Korrelation zwischen den Ansatzen aund b

Sofern von einem Gewebe zwei identische, das heif3t in den Punkten Mono- bzw. Co-Kultur,
Zeitpunkt der Ernte und Stimulation Gibereinstimmende Paare a und b vorhanden waren, wurde
die Ubereinstimmung derselben Uberprift. Dazu wurde der Mittelwert des jeweiligen
Parameters aus den Messungen a und b gebildet und die absolute sowie die prozentuale

Differenz berechnet.
3.21 HE

3.2.1.1 lining layer

Fir den Parameter lining layer, also Deckzellschicht des Krenn-Scores lagen 21 Paare vor.
Der Durchschnitt der Werte fur das lining layer lag bei 1,95 (Werte von 0-3 mdglich). Die
mittlere absolute Differenz lag bei 0,29 Punkten bei beobachteten Werten von -2 bis 1. Dabei
bedeutet eine negative Zahl, dass der Wert des lining layers in Ansatz b um die entsprechende
Zahl geringer ist als in Ansatz a, ebenso verhalt es sich mit der prozentualen Differenz. Die
mittlere prozentuale Differenz lag bei 20,95 mit einer Standardabweichung von 62,01.

Tabelle 3.9: lining layer Vergleich Ansatz a und b

Paar Durchschnitt Abweichung absolut Abweichung prozentual
1 2,0 0 0
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2 2,0 0 0

3 2,0 0 0

4 2,5 1 40

5 2,5 1 40

6 0,5 1 200
7 2,0 0 0

9 2,5 -1 -40
10 1,5 1 66,67
11 2,5 1 40

12 1,5 1 66,67
13 2,0 -2 -100
14 2,5 1 40

15 2,5 1 40

16 2,5 1 40

17 3,0 0 0

18 2,0 -2 -100
19 1,0 0 0

20 2,5 1 40

21 1,5 1 66,67

Tab. 3.9: In 21 Féallen war von beiden Ansatzen ein lining layer vorhanden. In der zweiten Spalte ist der
durchschnittliche Wert von Ansatz a und b angegeben, hieraus ergeben sich auch die halben Werte. Die
dritte Spalte zeigt die absolute Abweichung der Ansitze, wobei bei positivem Vorzeichen in Ansatz a ein
geringerer Wert ermittelt wurde, bei negativem Vorzeichen war der Score in Ansatz b niedriger. Ebenso
verhdlt es sich in der letzten Spalte mit der prozentualen Abweichung zwischen den Ansétzen.

3.2.1.2 Infiltrate

Fir den Parameter Infiltrate des Krenn-Scores lagen 54 Paare vor. Der Durchschnittswert
betrug bei einer Spanne von 0-3 Punkten 0,88 Punkte. Die mittlere absolute Differenz lag bei
0,056 Punkten bei einer Spanne von -1 bis 1. Die mittlere prozentuale Differenz lag bei 2,52%

mit einer Standardabweichung von 96.

Tabelle 3.10: Infiltrate Vergleich Ansatz aund b

Paar Durchschnitt Abweichung absolut | Abweichung
prozentual

1 1,5 -1 -66,67

2 1,5 -1 -66,67

3 2,0 0 0

4 0,5 -1 -200

5 1,0 0

6 1,0 0
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7 1,5 1 66,67
8 1,0 0 0

9 1,5 1 66,67
10 1,0 0 0

11 0,0 0 NaN
12 0,5 1 200
13 0,0 0 NaN
14 0,5 -1 -200
15 1,0 0 0

16 1,5 1 66,67
17 0,5 1 200
18 1,0 0 0

19 1,5 1 66,67
20 2,0 0 0

21 1,5 1 66,67
22 1,0 0 0

23 1,5 1 66,67
24 1,0 0 0

25 1,0 0 0

26 1,0 0 0

27 1,0 0 0

28 1,5 -1 -66,67
29 1,0 0 0

30 0,5 1 200
31 0,5 -1 -200
32 0,5 1 200
33 0,0 0 NaN
34 0,0 0 NaN
35 2,0 0 0

36 1,5 1 66,67
37 1,0 0 0

38 0,5 -1 -200
39 1,0 0 0

40 1,0 0 0

41 0,5 1 200
42 1,0 0 0

43 1,5 1 66,67




44 0,0 0 NaN
45 0,5 -1 -200
46 0,0 0 NaN
47 1,0 0 0
48 0,5 -1 -200
49 0,0 0 0
50 0,0 0 NaN
51 1,0 0 0
52 0,0 0 NaN
53 1,0 0 0
54 0,5 -1 -200

Tab. 3.10: In 54 Fillen konnten in beiden Ansatzen Werte fiir das Vorhandensein von Infiltraten erhoben
werden. In der zweiten Spalte ist der durchschnittliche Wert von Ansatz a und b angegeben, hieraus
ergeben sich auch die halben Werte. Die dritte Spalte zeigt die absolute Abweichung der Ansatze, wobei
bei positivem Vorzeichen in Ansatz a ein geringerer Wert ermittelt wurde, bei negativem Vorzeichen war
der Score in Ansatz b niedriger. Ebenso verhilt es sich in der letzten Spalte mit der prozentualen
Abweichung zwischen den Ansiétzen.

3.2.1.3 Zelldichte

Es lagen 54 Paare flir den Parameter Zelldichte des Krenn-Scores vor. Der Durchschnitt der
Werte lag bei 0,44 bei einer Spannweite von 0-3 Punkten. Die mittlere absolute Differenz lag
bei 0,074 bei Werten von -1 bis 2. Die mittlere prozentuale Differenz lag bei 3,7% bei einer

Standardabweichung von 121,1.

Tabelle 3.11: Zellularitidt Vergleich Ansatz a und b

Paar Durchschnitt Abweichung absolut | Abweichung
prozentual

1 0,5 -1 -200

2 1,0 0 0

3 1,0 0 0

4 0,5 -1 -200

5 0,0 0 NaN

6 0,0 0 NaN

7 0,5 1 200

8 0,0 0 NaN

9 1,0 0 0

10 1,0 0 0

11 0,0 0 NaN

12 1,0 0 0

13 0,5 -1 -200
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14 0,5 -1 -200
15 0,5 1 200
16 1,5 1 66,67
17 0,5 1 200
18 0,0 0 NaN
19 0,5 1 200
20 1,5 -1 -66,67
21 1,0 0 0

22 0,0 0 NaN
23 0,5 1 200
24 0,0 0 NaN
25 1,5 1 66,67
26 0,5 -1 -200
27 0,0 0 NaN
28 0,5 -1 -200
29 0,0 0 NaN
30 0,5 1 200
31 0,0 0 NaN
32 0,5 1 200
33 0,0 0 NaN
34 0,0 0 NaN
35 1,5 -1 -66,67
36 1,0 2 200
37 0,0 NaN
38 0,5 -1 -200
39 0,0 0 NaN
40 0,5 -1 -200
41 0,0 0 NaN
42 0,0 0 NaN
43 1,0 2 200
44 0,0 0 NaN
45 0,0 0 NaN
46 0,0 0 NaN
47 0,0 0 NaN
48 0,0 0 NaN
49 0,0 0 NaN
50 0,0 0 NaN
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51 1,0 2 200
52 0,0 0 NaN
53 1,0 0 0

54 0,5 -1 -200

Tab. 3.11: In 54 Féllen konnten in beiden Anséatzen Werte fiir die Zellularitit des Gewebes erhoben werden.
In der zweiten Spalte ist der durchschnittliche Wert von Ansatz a und b angegeben, hieraus ergeben sich
auch die halben Werte. Die dritte Spalte zeigt die absolute Abweichung der Ansétze, wobei bei positivem
Vorzeichen in Ansatz a ein geringerer Wert ermittelt wurde, bei negativem Vorzeichen war der Score in
Ansatz b niedriger. Ebenso verhilt es sich in der letzten Spalte mit der prozentualen Abweichung zwischen
den Ansaétzen.

3.2.2 S/O-Farbung

In der S/O-Farbung lagen 90 Paare vor. Der durchschnittliche Wert lag bei einer Spannweite
von 0-3 Punkten bei 1,34. Die mittlere absolute Differenz lag bei einer Spannweite von -3 bis
2 bei einem Wert von -0,078. Die mittlere prozentuale Differenz lag bei -1,41% bei einer

Standardabweichung von 101,13.

Tabelle 3.12: SO Vergleich Ansatz a und b

Paar Durchschnitt Abweichung absolut | Abweichung
prozentual

1 1,0 0 0

2 1,0 2 200

3 2,0 0 0

4 0,5 1 200

5 1,0 0 0

6 1,5 -1 -66,67

7 1,5 1 66,67

8 1,5 -1 -66,67

9 1,5 1 66,67

10 2,0 0 0

11 1,0 0 0

12 1,5 1 66,67

13 0,0 0 NaN

14 0,0 0 NaN

15 2,0 0 0

16 1,0 0 0

17 0,0 0 NaN

18 0,5 1 200

19 2,0 0 0

20 0,5 1 200
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21 3,0 0 0

22 1,0 0 0

23 0,5 1 200
24 15 -1 -66,67
25 1,0 0

26 0,0 NaN
27 2,5 1 -40
28 1,0 0 0

29 0,5 -1 -200
30 1,0 0 0

31 1,0 0 0

32 0,5 1 200
33 2,0 2 100
34 1,0 2 -200
35 2,0 0

36 1,0 2 200
37 0,0 NaN
38 15 -1 66,67
39 3,0 0 0

40 3,0 0 0

41 2,5 -1 ~40
42 2,5 -1 -40
43 2,5 1 40
44 1,0 0 0
45 15 3 -200
46 2,5 -1 -40
47 2,5 1 -40
48 2,0 0 0

49 2,5 1 40
50 3,0 0 0

51 2,0 0 0

52 15 1 66,67
53 1,0 0 0

54 1,0 0 0

55 1,0 2 -200
56 0,5 1 200
57 0,5 -1 -200




58 1,0 0 0

59 0,5 -1 -200
60 1,5 1 66,67
61 1,0 0 0

62 1,5 1 66,67
63 1,5 1 66,67
64 0,5 1 200
65 1,5 -1 -66,67
66 2,5 1 40

67 1,0 -2 -200
68 1,5 1 66,67
69 1,0 0 0

70 0,0 0 NaN
71 0,5 -1 -200
72 1,0 0 0

73 1,5 -3 -200
74 1,0 0 0

75 2,0 0 0

76 1,5 -1 -66,67
77 1,5 1 66,67
78 1,0 2 200
79 2,0 0 0

80 2,5 -1 -40
81 1,5 -1 -66,67
82 2,5 -1 -40
83 1,0 0 0

84 1,0 0 0

85 1,0 0 0

86 1,5 -1 -66,67
87 1,5 -1 -66,67
88 0,0 0 NaN
89 0,5 -1 -200
90 1,5 -1 -66,67

Tab. 3.12: In 90 Fallen lagen zwei auswertbare Ansétze in der S/O-Farbung vor. In der zweiten Spalte ist der
durchschnittliche Wert von Ansatz a und b angegeben, hieraus ergeben sich auch die halben Werte. Die
dritte Spalte zeigt die absolute Abweichung der Ansitze, wobei bei positivem Vorzeichen in Ansatz a ein
geringerer Wert ermittelt wurde, bei negativem Vorzeichen war der Score in Ansatz b niedriger. Ebenso
verhdlt es sich in der letzten Spalte mit der prozentualen Abweichung zwischen den Ansétzen.
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3.2.3 CD68

In der CD68-Farbung lagen 21 Paare vor. Bei einer Spannweite von 1249,5 bis 40432,5 lag
der durchschnittliche Wert der angefarbten Flache bei 13312,86 Pixeln. Hierbei ist allerdings
zu beachten, dass absolute Werte nur bedingt aussagekraftig sind, da die ROIs aufgrund
modglicherweise vorhandener Gefale unterschiedlich grofd sein kénnen. Der Mittelwert lag bei
einer Spannweite von 1249,5-40432,5 Punkten bei 13312,86. Die mittlere absolute Differenz
lag bei einer Spannweite von -20163 bis 22275 bei einem Wert von -1703,43. Die mittlere

prozentuale Differenz lag bei -21,491 bei einer Standardabweichung von 85,304.

Tabelle 3.13: CD 68 Vergleich Ansatz a und b

Paar Durchschnitt (Pixel) | Abweichung absolut | Abweichung
(Pixel) prozentual
1 1249,5 -1923 -153,902
2 15669,5 -9577 -61,119
3 5522,5 2809 50,865
4 24118,0 -6178 -25,616
5 15289,0 7212 47,171
6 9482,0 7622 80,384
7 23977,5 -18771 -78,286
8 17876,5 -20163 -112,791
9 4388,0 -6674 -152,097
10 40432,5 22275 55,092
11 11076,5 -2909 -26,263
12 2481,0 3240 130,593
13 11257,0 -15578 -138,385
14 13085,0 -6626 -50,638
15 27141,0 10384 35,259
16 13339,5 6363 47,700
17 17002,5 -9919 -58,338
18 9356,5 5457 58,323
19 3805,5 -5339 -140,297
20 6353,5 251 3,951
21 6667,0 2272 34,078

Tab. 3.13: In 21 Féllen lagen in der Anféarbung des Markers CD68 ROIs in beiden Anséatzen vor. In der zweiten
Spalte ist der durchschnittliche Wert der beiden Ansétze angegeben. Die dritte Spalte zeigt die absolute
Abweichung der beiden Ansitze, wobei bei positivem Vorzeichen in Ansatz a ein geringerer Wert ermittelt
wurde, bei negativem Vorzeichen war der Score in Ansatz b niedriger. Ebenso verhilt es sich in der letzten
Spalte mit der prozentualen Abweichung zwischen den Anséatzen.
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3.24 CD55

In der CD55-Farbung lagen 17 Paare vor. Der Mittelwert lag bei einer Spannweite von 1281,5-
28552,5 Punkten bei 10061,03 Pixeln. Die mittlere absolute Differenz lag bei einer Spannweite
von -10155 bis 38255 bei einem Wert von 2278,88. Die mittlere prozentuale Differenz lag bei
-26,79 bei einer Standardabweichung von 96,77.

Tabelle 3.14: CD55 Vergleich Ansatz a und b

Paar Durchschnitt (Pixel) | Abweichung absolut | Abweichung
(Pixel) prozentual

1 5763,5 -10155 -176,195

2 22350,5 -2747 -12,291

3 28506,0 -3788 -13,288

4 2850,5 617 21,645

5 5527,5 -359 -6,495

6 28552,5 38255 133,981

7 11122,0 -938 -8,434

8 6915,5 -4581 -66,242

9 9017,5 -127 -1,408

10 2172,0 -4032 -185,635

11 19347,5 35167 181,765

12 8790,5 -7625 -86,741

13 11633,0 2540 21,834

14 2469,5 -1207 -48,876

15 1346,5 -1041 -77,312

16 1281,5 -1961 -153,024

17 3391,5 723 21,318

Tab 3.14: In 21 Faéllen lagen in der Anfarbung des Markers CD55 ROls in beiden Ansétzen vor. In der zweiten
Spalte ist der durchschnittliche Wert der beiden Anséatze angegeben. Die dritte Spalte zeigt die absolute
Abweichung der beiden Ansitze, wobei bei positivem Vorzeichen in Ansatz a ein geringerer Wert ermittelt
wurde, bei negativem Vorzeichen war der Score in Ansatz b niedriger. Ebenso verhilt es sich in der letzten
Spalte mit der prozentualen Abweichung zwischen den Ansatzen.

3.3 Gemischte lineare Modelle

Im Folgenden wurde der Einfluss der variablen Faktoren ,Krankheitsentitat®, ,Kulturdauer®,
»otimulation® und ,Mono- bzw. Co-Kultur® auf die histologischen und immunhistochemischen
Veranderungen der Gewebeexplantate untersucht. Um eine Berechnung als statistisch

signifikant zu bezeichnen, wurde ein p-Wert < 0,05 festgelegt.
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3.3.1 HE-Farbung
3.3.1.1 Krenn gesamt

3.3.1.1.1 Univariate Analyse

Beim Gesamt-Krenn-Score ergaben sich in der univariaten Analyse (Adjustierung nur fir Alter
und Geschlecht, keine Berlcksichtigung der anderen Variablen) signifikante Korrelationen des
Scores mit dem Zeitpunkt sowie der Synovialis-Monokultur. Dies bedeutet bei einem negativen
Schatzwert eine negative Korrelation des Krenn-Scores mit dem Zeitpunkt der Ernte. Je langer
das Gewebe also in Kultur gehalten wurde, desto niedriger war der Krenn-Score. Eine
Verlangerung der Kultur um eine Einheit (Tage) senkte den Gesamt-Krenn-Score also um 0,67
Punkte. Ein umgekehrtes Bild ergab sich bei Berucksichtigung der Synovialis-Monokultur. In

dem Fall war der Gesamt-Krenn-Score um 1,34 Punkte hoher als in Co-Kultur.

Tabelle 3.15: Krenn univariat

Variable Schatzwert | Standardabweichun | t-Wert p-Wert
g

Entitat -0,95 0,66 -1,44 0,15
Zeitpunkt -0,67 0,18 -3,75 <0,01
TNF mono -0,45 0,49 -0,92 0,36
TNF + IL1 -0,35 0,44 -0,80 0,42
Synovialis 1,34 0,44 3,09 <0,01
mono

Tab. 3.15: Univariate Analyse des Gesamt-Krenn-Scores. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um
diesen Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.1.2 Multivariable Analyse

Die multivariable Analyse beinhaltete die in der Tabelle genannten Faktoren sowie die
Confounder Alter und Geschlecht. Lediglich beim Zeitpunkt ergab sich ein signifikanter
Zusammenhang mit einem negativen Estimate-Wert, sodass der Krenn-Score umso niedriger
war, je langer das Gewebe kultiviert worden war. Der Krenn-Score in Monokultur lag auch bei
dieser Berechnung hdher, jedoch war dies unter Berlicksichtigung der anderen Variablen nicht
mehr signifikant. Es fand sich kein Einfluss oder Zusammenhang zwischen Krenn-Score und
Entitat.

Tabelle 3.16: Krenn multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -1,29 0,71 -1,83 0,07
Zeitpunkt -0,52 0,20 -2,57 0,01
TNFmo -0,21 0,51 -0,42 0,68
TNF + IL1 -0,24 0,43 -0,56 0,57
Alter -0,04 0,03 -1,20 0,23
Geschlecht 0,72 0,62 1,15 0,25
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Synovialis
mono

0,75

0,51

1,49

0,14

Tab. 3.16: Multivariable Analyse des Gesamt-Krenn-Scores. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um
diesen Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.2 lining layer

3.3.1.2.1 Univariate Analyse

Fur das lining layer ergaben sich bei der univariaten Analyse signifikante Zusammenhéange

beim Zeitpunkt sowie der Synovialis-Monokultur. Der Zeitpunkt der Ernte korrelierte negativ

mit dem Score des lining layers, sodass eine spate Ernte pro Erhéhung des Erntezeitpunktes

um eine Einheit einen um 0,21 Punkte geringeren Score bedeutete. Die Synovialis-Monokultur

wies einen um 0,547 Punkte hoheren Teilscore auf als die Co-Kultur.

Tabelle 3.17: lining layer univariat

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat 0,02 0,38 0,04 0,97
Zeitpunkt -0,21 0,09 -2,41 0,02
TNFmo 0,22 0,22 0,99 0,32
TNF + IL1 -0,24 0,19 -1,23 0,22
Synovialis 0,47 0,20 2,33 0,02

Tab. 3.17: Univariate Analyse des Teil-Scores lining layer. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um
diesen Faktor geringeren Teil-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.2.2 Multivariable Analyse

In der multivariablen Analyse unter Berucksichtigung aller Variablen waren 0.g. Tendenzen in

Bezug auf das lining layer zwar immer noch erkennbar, aber nicht mehr signifikant. Auch alle

ubrigen Korrelationen lagen unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,05.

Tabelle 3.18: lining layer multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -0,06 0,41 -0,15 0,88
Zeitpunkt -0,14 0,10 -1,44 0,15
TNFmo 0,41 0,24 1,69 0,09
TNF + IL1 -0,03 0,20 -0,14 0,89
Alter -0,005 0,02 -0,28 0,78
Geschlecht 0,27 0,37 0,73 0,46
Synovialis 0,45 0,24 1,88 0,06
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Tab. 3.18: Multivariable Analyse des Teil-Scores lining layer. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um
diesen Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.3

Infiltrate

3.3.1.3.1 Univariate Analyse

Bei Beriicksichtigung des Krenn-Teilscores Infiltrate ergaben sich negative Korrelationen flr

die Variablen Entitat und Zeitpunkt. In Bezug auf die Entitat bedeutet dies eine Erhéhung des

Teilscores Infiltrate bei der OA um 0,62 Punkte im Vergleich zur RA. Der spatere

Erntezeitpunkt war wie in den vorstehenden Analysen mit einem pro Zeiteinheit um 0,29

Punkte geringeren Teilscore verbunden.

Tabelle 3.19: Infiltrate univariat

Variable | Schatzwert Standardabweichung | t-Wert | p-Wert

Entitat -0,62 0,20 | -3,10 <0,01
Zeitpunkt -0,29 0,06 | -4,85 <0,01
TNFmo 0,15 0,14 1,07 0,28
D‘F ¥ -0,22 0,13 | -1,75 0,08
Synoviali 0,21 0,14 1,51 0,13
S mono

Tab. 3.19: Univariate Analyse des Teil-Scores Infiltrate. Ein negativer Schiatzwert bedeutet einen um diesen
Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.3.2 Multivariable Analyse

Die vorgenannten Korrelationen in Bezug auf die Infiltrate bestatigten sich in der multivariablen

Analyse, insbesondere die Entitat zeigte einen hochsignifikanten Zusammenhang, sodass bei

der RA der Teilscore Infiltrate im Vergleich zu OA um 0,56 Punkte erniedrigt war.

Tabelle 3.20: Infiltrate multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -0,56 0,20 -2,71 <0,01
Zeitpunkt -0,28 0,07 -4,23 <0,01
TNFmo 0,20 0,15 1,34 0,18
TNF + IL1 -0,08 0,13 -0,62 0,54
Alter 0,02 0,01 -1,66 0,10
Geschlecht 0,15 0,21 0,72 0,47
Synovialis 0,01 0,15 0,10 0,92
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Tab. 3.20: Multivariable Analyse des Teil-Scores Infiltrate. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um
diesen Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.4 Zelldichte

3.3.1.4.1 Univariate Analyse
Unter Berucksichtigung des Krenn-Teilscores Zelldichte bestand lediglich eine signifikante
negative Korrelation mit dem Zeitpunkt, d.h. bei spaterer Ernte des Gewebes war der Score

pro Zeiteinheit um 0,19 Punkte niedriger.

Tabelle 3.21: Zelldichte univariat

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -0,29 0,16 -1,76 0,08
Zeitpunkt -0,19 0,06 -3,02 <0,01
TNFmo 0,19 0,14 1,31 0,19
TNF + IL1 -0,17 0,13 -1,32 0,19
Synovialis 0,09 0,15 0,61 0,54

Tab. 3.21: Univariate Analyse des Krenn-Teilscore Zelldichte. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um
diesen Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.1.4.2 Multivariable Analyse
Die erwahnte negative Korrelation mit dem Erntezeitpunkt, d.h. mit zunehmender Zeit in Kultur
erniedrigte sich der Teilscore Zelldichte, bestatigte sich in der multivariablen Analyse mit dem

gleichen Schatzwert.

Tabelle 3.22: Zelldichte multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -0,24 0,15 -1,67 0,10
Zeitpunkt -0,19 0,07 -2,82 <0,01
TNFmo 0,22 0,17 1,30 0,19
TNF + IL1 -0,04 0,15 -0,27 0,79
Alter -0,007 0,01 -1,03 0,30
Geschlecht 0,26 0,15 1,66 0,10
Synovialis 0,02 0,17 0,09 0,93

Tab. 3.22: Multivariable Analyse des Teil-Krenn-Scores Zellularitit. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen
um diesen Faktor geringeren Krenn-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.
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3.3.2 S/O

3.3.2.1 Univariate Analyse

In der univariaten Analyse des SO-Scores, der den Proteoglycangehalt des Gewebes
widerspiegelt, zeigten sich signifikante Werte flr die Parameter Zeitpunkt, Monostimulation mit
TNFa sowie fir die Knorpel-Monokultur. Dabei bestand eine negative Korrelation fur den
Zeitpunkt, d.h. je langer das Gewebe kultiviert worden war, desto niedriger war der
Proteoglycangehalt, und zwar sank dieser um 0,2 Punkte je Anderung der Zeiteinheit (Tage).
Ebenfalls sank der Proteoglycangehalt unter TNFa-Monostimulation um 0,56 Punkte. Er war
jedoch hochsignifikant um 0,74 Punkte erhdht bei Knorpel-Monokultur, im Umkehrschluss war

also die Co-Kultur mit Synovialis ein Faktor, der den Proteoglycangehalt negativ beeinflusste.

Tabelle 3.23: S/O univariat

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -0,38 0,26 -1,45 0,15
Zeitpunkt -0,20 0,09 -2,34 0,02
TNFmo -0,56 0,16 -3,40 <0,01
TNF + IL1 -0,10 0,16 -0,62 0,53
Knorpel 0,74 0,71 4,33 <0,01

Tab. 3.23: Univariate Analyse des S/O-Scores. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um diesen Faktor
geringeren S/O-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

3.3.2.2 MultivariableAnalyse

Die in der univariaten Analyse beobachtete signifikant negative Korrelation mit der Kulturzeit
verlor das Signifikanzniveau in der multivariablen Analyse. Jedoch zeigte sich in der
multivariablen Analyse, dass eine Stimulation des Gewebes sowohl mit TNFa als auch mit
TNFa plus IL-18 den Proteoglycangehalt des Knorpels um 0,6 bzw. 0,37 Punkte reduzierte.
Die hochsignifikante Erhdhung des Proteoglycangehalts bei Knorpel-Monokultur war weiterhin

mit 0,61 Punkten nachweisbar.

Tabelle 3.24: S/O multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat -0,37 0,26 -1,46 0,15
Zeitpunkt 0,002 0,09 0,02 0,98
TNFmo -0,60 0,18 -3,31 <0,01
TNF + IL1 -0,37 0,17 -2,22 0,03
Alter -0,01 0,01 -0,94 0,35
Geschlecht 0,06 0,27 0,24 0,81
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Knorpel

0,61 0,19 3,30 <0,01
mono

Tab. 3.24: Multivariable Analyse des S/O-Scores. Ein negativer Schitzwert bedeutet einen um diesen Faktor
geringeren S/O-Score. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Die folgende Graphik veranschaulicht die gezeigten Werte mittels einer Darstellung des
Proteoglycangehalts des Knorpels an Tag 28 abhangig von Mono- oder Co-Kultur und

Stimulation.

Abbildung 7: S/O-Score Tag 28

S/0O-Score D28

3,5

2,5

1,5

0,5

O T T T T T 1
Kmono KmonoTNF K mono Co unstim Co TNF Co Costim
unstim Costim

Abb. 7: Dargestellt ist der Wert des S/O-Scores an Tag 28 abhidngig davon, ob eine Knorpel-Mono- oder
eine Co-Kultur vorlag und von der Stimulation. Die Satelliten zeigen die Minimal- bzw. Maximalwerte an. Die
Boxen des Boxplot-Diagramms stellen das erste bis dritte Quartil dar. Die horizontalen Striche in den Boxen
stehen fiir den Median. Bei K mono TNF liegt der Median bei 0, bei K mono Costim bei 3, Bei Co unstim bei
2 und bei Co Costim bei 1.

Deutlich zu sehen ist der hdhere Proteoglycangehalt der Knorpel-Mono- im Vergleich zur Co-
Kultur. Auch der negative Einfluss der Stimulation auf den Proteoglycangehalt wird deutlich,
v.a. bei der mit TNFa stimulierten Knorpel-Monokultur. Es fallt auf, dass bei den unstimulierten
Proben in keinem Fall ein S/O-Score von 0 erhoben wurde, bei den stimulierten Geweben
jedoch schon, und zwar unabhangig davon, ob es sich um eine Mono- oder Co-Kultur handelte

oder der Art der Stimulation.
3.3.3 CD68

3.3.3.1 Univariate Analyse

Bei der Analyse der immunhistochemischen Auswertung wurde der mittlere Prozentwert
berlcksichtigt. In der Darstellung von CD68 fanden sich in der fur Alter und Geschlecht
bereinigten Analyse signifikante Zusammenhange in Bezug auf die Parameter Zeitpunkt sowie

Synovialis-Monokultur. Eine langere Kulturzeit hatte einen bei einem Schatzwert von -0,01
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moderaten, aber hochsignifikanten negativen Einfluss auf die CD68-Expression, die

Monokultur hingegen einen leicht positiven.

Tabelle 3.25: CD68 univariat

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat 0,02 0,02 0,70 0,48
Zeitpunkt -0,01 0,005 -3,08 0,003
TNFmo -0,02 0,01 -1,59 0,11
TNF + IL1 -0,003 0,01 -0,21 0,83
Synovialis 0,03 0,01 2,33 0,02

Tab. 3.25: Univariate Analyse der CD68-Expression. Ein negativer Schitzwert bedeutet einen um diesen
Faktor geringeren mittleren Prozentwert der Anfarbung des Markers CD68. Signifikante Ergebnisse sind

fett gedruckt.

3.3.3.2 Multivariable Analyse

In der multivariablen Analyse fanden sich noch beide Korrelationen, sie lagen allerdings

unterhalb des Signifikanzniveaus, ebenso wie die Ubrigen untersuchten Variablen.

Tabelle 3.26: CD68 multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat 0,01 0,02 0,51 0,61
Zeitpunkt -0,01 0,006 -1,87 0,06
TNFmo -0,01 0,01 -0,82 0,41
TNF + IL1 -0,004 0,01 -0,30 0,77
Alter 0,001 0,001 0,80 0,43
Geschlecht 0,02 0,02 0,85 0,40
Synovialis 0,009 0,02 0,55 0,58

Tab. 3.26: Multivariable Analyse der CD68-Expression. Ein negativer Schatzwert bedeutet einen um diesen

Faktor geringeren mittleren Prozentwert der Anfarbung des Markers CD68. Signifikante Ergebnisse sind
fett gedruckt.

3.3.4 CD55

3.3.4.1 Univariate Analyse

Die CD55-Expression wurde in der univariaten Analyse lediglich durch den Erntezeitpunkt

signifikant beeinflusst. Dabei bestand eine negative Korrelation, d.h. ein spaterer
Erntezeitpunkt verringerte die CD55-Expression leicht.

Tabelle 3.27: CD55 univariat

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat 0,005 0,02 0,30 0,76
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Zeitpunkt -0,01 0,004 -2,26 0,04
TNFmo -0,01 0,01 -0,67 0,50
TNF + IL1 -0,01 0,01 -0,63 0,53
Synovialis 0,004 0,01 0,39 0,69
mono

Tab. 3.27: Univariate Analyse der CD55-Expression. Ein negativer Schitzwert bedeutet einen um diesen
Faktor geringeren mittleren Prozentwert der Anfarbung des Markers CD55. Signifikante Ergebnisse sind
fett gedruckt.

3.3.4.2 Multivariable Analyse
Die signifikant negative Korrelation des Erntezeitpunktes mit der CD55-Expression konnte in
der multivariablen Analyse bestatigt werden. Alle weiteren Variablen wiesen keine signifikante

Korrelation mit der Expression von CD55 auf.

Tabelle 3.28: CD55 multivariabel

Variable Schatzwert Standardabweichung | t-Wert p-Wert

Entitat 0,00480959 0,02 0,30 0,77
Zeitpunkt -0,01 0,01 -2,15 0,03
TNFmo -0,01 0,01 -0,61 0,54
TNF + IL1 -0,004 0,01 -0,34 0,73
Alter 0,001 0,001 0,71 0,48
Geschlecht -0,02 0,02 -1,21 0,23
imoo"ia"s -0,01 0,01 -1,00 0,32

Tab. 3.28: Multivariable Analyse der CD55-Expression. Ein negativer Schitzwert bedeutet einen um diesen
Faktor geringeren mittleren Prozentwert der Anfarbung des Markers CD55. Signifikante Ergebnisse sind
fett gedruckt.

3.4 Interaktion von Knorpel und Synovialis
In einigen Fallen konnte eine Interaktion zwischen Knorpel- und Synovialisgewebe im Sinne
einer Adhasion oder sogar Invasion von synovialen Zellen in den Knorpel beobachtet werden.

Abbildung 8 zeigt die Adhasion synovialer Zellen an die zugewandte Knorpeloberflache.
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Abbildung 8: Adhéasion

Hm
pel.

Abb. 8: HE, Vergr&l&erun 100x. Adhdsion synovialer Zellen an den Knor,

In Abbildung 9 ist demgegeniber bereits eine Invasion des Knorpels vonseiten der Synovialis

zu erkennen.

Abbildung 9: Invasion
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Abb. 9: HE, VergroBRerung 100x. Invasion synovialer Zellen in den Knorpel.

In der S/O-Farbung (Abb. 10) ist ausgehend von der der Synovialis zugewandten Seite des
Knorpels eine Abnahme des Proteoglycangehalts erkennbar. Dieses Muster zog sich durch
die Auswertung der S/O-gefarbten Praparate, sofern Knorpel und Synovialis nah genug
beieinander lagen.

Abbildung 10: Proteoglycanverlust

Abb. 10: S/O, VergroRerung 100x. Abnahme des Proteoglycangehalts des Knorpels an der Stelle, an der
eine Interaktion mit der Synovialis auftritt.

Deutlich zu erkennen ist weil? der Knorpel mit geringem bis fehlendem Proteoglycangehalt mit

Bezug zur Synovialis. An den Knorpelrandern ohne Kontakt zur Synovialis geht der
Proteoglycanverlust langsamer vonstatten. Zentral ist der Proteoglycangehalt noch hoch.

In der immunhistochemischen Farbung sind Zelltypen dargestellt, die an der Adhasion und
Invasion beteiligt sind.
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Abbildung 11: CD55

Abb. 11: CD55, VergroBerung 100x. Die CD55-positiven Zellen sind an der Adhésion beteiligt.

Abbildung 12: Invasion CD68

Abb. 12: CD68, VergroBerung 100x. Die CD68-positiven Zellen der Synovialis sind weniger an der Adhésion
und mehr an der Invasion in den Knorpel beteiligt.

In den Abbildungen 11 und 12 sind CD55- bzw. CD68-exprimierende Zellen dargestellt. Diese

sind jeweils rot angefarbt. Bei den CD55-positiven Zellen handelt es sich um synoviale

Fibroblasten, bei den CD68-exprimierenden Zellen vorrangig um Makrophagen.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung eines einfachen, humanen chondrosynovialen

Explantationsmodells

4.1.1 Zusammenfassung Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines humanen chondrosynovialen Explantationsmodells
als in vitro-Modell zur Simulation des Destruktionsprozesses bei RA und OA sowie die
Untersuchung von Auswirkungen der Kultur auf die beiden Gewebetypen und den Einfluss der
Ursprungs-Entitaten RA und OA. Die Kultur der Gewebe nach dem beschriebenen Protokoll
konnte fir bis zu 42 Tage aufrechterhalten werden. Es konnte eine Gewebeschadigung mit
zunehmender Kulturdauer beobachtet werden. So fand sich in nahezu allen Analysen eine
Abnahme der untersuchten Parameter. Der Krenn-Score einschlie3lich seiner Teil-Scores
sowie die CD55- und CD68-Expression stehen hierbei flr eine Abnahme der Zellzahl tber die
Zeit, der abnehmende Proteoglycangehalt fir eine Schadigung auch der Gewebematrix.
Anhand von gemischten Ilinearen Modellen konnte gezeigt werden, dass die
Gewebeschadigung in der Co-Kultur von Knorpel und Synovialis starker ausgepragt war als in
der Monokultur. So zeigte sich eine signifikant grolere Abnahme des Proteoglycangehalts in
der Co-Kultur im Vergleich zur Knorpel-Monokultur. Bezuglich der Synovialis fand sich ein
Trend hin zu hdéheren Krenn-Scores, v.a. auf den Sub-Score lining layer bezogen, in der
Synovialis-Monokultur. Ebenso war die Expression von CD68 in der Monokultur héher. In
Verbindung mit mikroskopischen Beobachtungen von Invasion von Synovialis in den Knorpel
kann somit auf eine Interaktion der beiden Gewebetypen geschlossen werden. Bezliglich der
Stimulation fand sich interessanterweise lediglich fur den Proteoglycangehalt eine signifikante
Abnahme bei Stimulation der Gewebe mit TNFa bzw. TNFa und IL-1B. Im Folgenden werden

diese Ergebnisse sowie Limitierungen des Modells und deren mogliche Ursachen diskutiert.

4.1.2 Modell

Es handelt sich hierbei um das erste Modell, das die Interaktion von menschlichem Knorpel
und Synovialisgewebe desselben Patienten unter kulturellen Bedingungen mit und ohne
unterschiedliche Stimulation untersucht. In bisherigen Arbeiten wurden lediglich tierische
Modelle bzw. die Kultur von bovinem Knorpel mit humanen synovialen Fibroblasten [85],
jedoch nicht mit Synovialis untersucht. Insofern ist der Ansatz innovativ und herausfordernd.
Durch eine grofe Standardisierung entstand ein einfaches, zu verschiedenen Zwecken

abwandelbares Modell.

4.1.2.1 Probengewinnung
Aufgrund der Verfligbarkeit und Praktikabilitdt wurden lediglich Proben aus Huft- und

Kniegelenken untersucht. Nur diese Lokalisationen boten eine ausreichende Menge an
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Material. Zudem sind Hufte und Knie die Gelenke, die am haufigsten endoprothetisch ersetzt
werden. Gerade an diesen Gelenken der unteren Extremitat ist die mechanische Belastung
jedoch im Gegensatz zu beispielsweise Fingergelenken sehr hoch, was das Auftreten einer
OA [5], gdf. zusatzlich zu einer bereits bestehenden RA, beglnstigt. Ebenso tragt der
Umstand, dass bei einer bereits bestehenden Notwendigkeit des Gelenkersatzes bereits ein

spates Erkrankungsstadium vorliegt, zu einer erhéhten Koinzidenz der beiden Entitaten bei.

Eine Starke der vorliegenden Studie ist, dass standardisiert Knie- und Huftgelenke untersucht
worden sind und Proben aus zumindest makroskopisch geeigneten Arealen entnommen
wurden, statt ,blind“ und zufallig entnommener Biopsien. Die makroskopische Beurteilung der
Proben diente dazu, die Ausbeute zu erhdhen, indem mdoglichst intaktes, flr die weiteren
Untersuchungen geeignet erscheinendes Gewebe entnommen wurde. Diese Eignung konnte
mikroskopisch jedoch nicht in jedem Fall bestatigt werden, was eine teilweise hohe Rate an
nicht auswertbarem Gewebe, vor allem Synovialis, erklart, da beispielsweise lediglich
periartikulares Fettgewebe statt Synovialis vorhanden war oder das Gewebe durch Entnahme,
Transport und Verarbeitung mechanisch bereits stark beansprucht war. Der Gesamt-Krenn-
Score konnte lediglich in 45% der Falle erhoben werden, was hauptsachlich auf das Fehlen
eines abgrenzbaren lining layer zurickzufuhren war. Somit gilt die gleiche Prozentangabe fir
den Subscore lining layer. Die Teilscores Infiltrate und Zelldichte konnten in 72% bzw. 70%
erhoben werden. Der S/O-Score konnte in 96% erhoben werden. Mindestens eine ROl in der
CD55-Anfarbung konnte in 42% untersucht werden, in der CD68-Anfarbung in 46% (Angaben

auf ganze Prozentzahlen gerundet).

4.1.2.2 Kultur

Beim Ansetzen der Kulturen wurde das vorhandene Gewebe nochmals makroskopisch auf
seine Qualitdt und voraussichtliche Eignung geprift. Jedoch konnte auch die doppelte
Kontrolle nicht sicher gewahrleisten, dass das Gewebe auch zur histologischen Auswertung
geeignet war. Zu diskutieren ware, ob es praktikabel und sinnvoll ware, reprasentative
Gewebeproben vorher auch mikroskopisch auf ihre Eignung hin zu untersuchen. Jedoch
missten die Proben hierflir zunachst schockgefroren und anschlieRend behutsam auf die
Schneidetemperatur von -25°C gebracht werden. Anschlielend ware eine Fixierung der
Schnitte auf den Objekttragern und eine HE-Farbung notwendig. All dies kostet jedoch Zeit, in
der sich die Qualitat des unverarbeiteten Gewebes kontinuierlich verschlechtert. Aul3erdem
ware dennoch nicht gewahrleistet, dass die Ubrigen Proben ebenso geeignet sind, da die
Zusammensetzung der Synovialis und deren Qualitdt auch innerhalb eines Probanden
bisweilen stark differierte. Eine weitere mdgliche Lésung ware es, gerade wenn lediglich kleine
geeignet erscheinende Synovialisproben eines Probanden vorliegen, mehrere hiervon

gemeinsam in einem Ansatz zu kultivieren. Dies wirde die Wahrscheinlichkeit erhdhen,
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auswertbare Anschnitte zu gewinnen. In unserer Untersuchung lag jedoch selten ein

Uberschuss an Synovialisgewebe vor, sodass wir diese Mdglichkeit nicht explorieren konnten.

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, fir jeden Ansatz auswertbares Material zu erhalten,
wurden, wenn seitens der Materialausbeute mdglich, Doppelansatze gefertigt. Das heif’t, dass
von den Mono- und Co-Kulturen, die unterschiedlich stimuliert wurden und an einem
bestimmten Tag geerntet werden sollten, mdglichst zwei Ansatze pro Kultur, Stimulation und
Erntezeitpunkt angelegt wurden. Da fir den ersten Ansatz (a) das besser geeignet
erscheinende Probenmaterial verwendet wurde, waren viele Proben in Ansatz b aufgrund der
schlechten Gewebequalitat nicht auswertbar. Aus diesem Grund und weil aus Mangel an
ausreichend Probenmaterial nicht in allen Fallen zwei Ansatze angelegt werden konnten,

beschrankte sich die finale Auswertung schlielich auf den Ansatz a.

Zu Beginn der Studie wurde beim zweitaglichen Wechsel des Kulturmediums das komplette
Volumen ausgetauscht. Dabei wurden jedoch in den Co-Kulturen die Synovialis- und
Knorpelfragmente akzidentell voneinander abgehoben, sodass die zu untersuchende
Interaktion derselben bei jedem Mediumwechsel gestért wurde. Nach den ersten
mikroskopischen Analysen wurde das Vorgehen deshalb angepasst und es wurde nur das
halbe Volumen des Nahrmediums ersetzt. Hierdurch kam es nicht mehr zu einer Trennung der
Gewebe wahrend des Mediumwechsels. In Bezug auf die mehrjahrige Krankheitsdauer in vivo
war die Kulturdauer von maximal 42 Tagen sehr kurz, jedoch wurden wahrend dieses
Zeitraums konstante Bedingungen und Konzentrationen an Entzindungsmediatoren
eingehalten. Einschrankend muss erwahnt werden, dass sich die Qualitat des Gewebes
proportional mit zunehmender Kulturdauer verschlechterte. Das Gewebe wurde fragil und riss
bei der weiteren Verarbeitung ein oder die Zellularitat des Gewebes sank. Dabei handelt es
sich um eine interessante Erkenntnis, da bisher vor allem einzelne Gewebe kultiviert worden
sind und dies die erste Studie ist, in der Synovialis- und Knorpelgewebe desselben Patienten
gemeinsam kultiviert und stimuliert wurde (Vgl. [89]) und somit auch die Schwierigkeiten einer
solchen Co-Kultur aufgedeckt werden kdnnen. Der Grund fur diese Veranderungen kann an
den hohen Konzentrationen der Entziindungsmediatoren bei den stimulierten Ansatzen sowie
der trotz allem unphysiologischen Umgebung fir die Gewebe liegen. Hier liegt ein Ansatzpunkt
fur weitere Forschungsarbeit, um mit Anpassungen der duf3eren Bedingungen die Kulturdauer
und damit die Aussagekraft des Modells fur die Bedingungen in vivo zu erhdhen. Ein Ansatz
hierzu ist in der Studie von Schultz [89] beschrieben, in der ein Modell zur kontinuierlichen
Perfusion der Kulturen beschrieben wird, mit dem eine Kulturdauer von bis zu zehn Wochen
ermdglicht wurde. In der Studie wurden die Gewebe allerdings lediglich ernahrt; eine
Stimulation mit Entzindungsmediatoren wie in der vorliegenden Arbeit blieb aus. Dennoch
ware eine Kombination beider Verfahren, ggf. verbunden mit einer Reduktion der

Konzentration der Entziindungsmediatoren, ein vielversprechender Ansatz flir weitere
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Untersuchungen. Ebenfalls in der Studie von Schultz et al. [89] wurde die Vitalitdt der Gewebe
anhand des Vorhandenseins oder Fehlens von Nekrosen beurteilt. Auf eine solche explizite
Auswertung von Nekrosen wurde hier verzichtet. Allerdings kdnnte die erniedrigte Zelldichte
mit zunehmender Kulturdauer einen Anhalt fir Nekrosen und somit eine verringerte Vitalitat

der Synovialis bieten.

In einem Modell wie dem vorliegenden kann aus praktischen Grinden nicht das komplexe
Zusammenspiel physiologischer Entzlindungsmediatoren abgebildet werden, was auch nicht
Zweck eines moglichst einfach zu haltenden Modells zur Bereitstellung von entzindlich
verandertem Gewebe zu weiteren Untersuchungszwecken ist. Wir beschrankten uns auf zwei
fur die Pathogenese der RA stark relevante Mediatoren, TNFa und IL-18 [7, 8, 36, 47, 85, 88],
und kombinierten diese. Dies wurde verglichen mit der Kultur von unstimuliertem Gewebe, um
den Effekt der intrinsischen Mediatoren sowie der Kultur an sich auf die Reaktion der Gewebe
beurteilen zu kénnen. Insofern sind sowohl Vorteile des einfachen und standardisierten
Modells zu verzeichnen als auch Nachteile, die sich aus der Vereinfachung ergeben. Da das
Modell das erste seiner Art und somit gewissermafen ein Prototyp ist, wurde die Anzahl der
Proben mit 19 sehr gering gewahlt. Dies hatte den Zweck, zunachst mit dberschaubarem
Aufwand die generelle Durchfuhrbarkeit zu Uberprifen. So konnten auch noch nach der
Auswertung eines Teils der Proben Optimierungen vorgenommen werden, beispielsweise wie
oben erwahnt der Austausch nur der Halfte des Kulturmediums, um die Gewebefragmente
nicht unbeabsichtigt zu trennen und so eine Interaktion zu verhindern. Auf der anderen Seite
ergeben sich aus einer relativ kleinen Stichprobe auch Nachteile, was die statistische
Auswertung, Aussagekraft und Ubertragbarkeit angeht. So verfehlten einige Berechnungen
nur knapp die Signifikanz, was bei einer gréReren Stichprobe womdbglich eindeutigere

Ergebnisse in die eine oder andere Richtung ergeben hatte.
4.1.3 Farbungen und Auswertung

4.1.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung ist eine einfache, zeit- und kosteneffiziente Standardfarbung. Trotz teilweise
leicht unterschiedlicher Farbeintensitat der Gewebe ist sie aufgrund der stets moglichen
Differenzierung zwischen Zellkernen und Cytoplasma und Kollagenfasern auswertbar und
vergleichbar. Sowohl innerhalb eines Gewebes als auch teilweise innerhalb eines Praparates
war die Qualitdt der Synovialis sehr unterschiedlich. Wenn dies der Fall war, wurde ein
moglichst reprasentatives Areal ausgewahlt. In einigen Fallen enthielt das komplette Praparat

lediglich Fett- oder azelluldres Bindegewebe, sodass keine Auswertung moglich war.

Mittels der HE-Farbung wurde zum einen der Krenn-Score [9] erhoben, der als bisher einziger
Score zur Quantifizierung der entzindlichen Aktivitat der Synovialis gilt. Dieser wurde immer

durch dieselbe Person erhoben. In der Originalpublikation [9] wird von einer Intra-Beobachter-
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Reproduzierbarkeit von 72% ausgegangen. Dieser Wert wurde in der vorliegenden Arbeit in
Stichproben deutlich Uberschritten. Die Inter-Beobachter-Reproduzierbarkeit von 83% in der
Arbeit von Krenn wurde als hinreichend hoch erachtet, sodass hier darauf verzichtet wurde.
Es ist davon auszugehen, dass bei aller Subjektivitat des Krenn-Scores die Abweichung immer
in dieselbe Richtung geht, wenn die Auswertung immer durch dieselbe Person erfolgt, sodass
die Vergleichbarkeit innerhalb der Studie gewahrleistet bleibt. In zurlickliegenden Studien
wurde auflerdem bereits gezeigt, dass das Erlernen der Anwendung des Scores anhand von
Beispielbildern auch fir Ungelibte einfach ist und sich hohe Ubereinstimmungen mit den
Scores von Krenn ergeben [101]. In der univariaten Analyse des Krenn-Scores und aller Teil-
Scores ergab sich eine signifikante Abnahme des Gesamt- bzw. der Teil-Scores mit
zunehmender Kulturdauer. In der multivariablen Analyse konnte dies bis auf den Teil-Score
lining layer bestatigt werden. Sowohl in der uni- als auch in der multivariablen Analyse fand
sich bei OA-Praparaten ein héherer Anteil an Infiltraten als bei RA-Praparaten. In Kapitel 4.1.4

wird ndher auf diesen scheinbaren Widerspruch eingegangen.

Zum anderen diente die Standardfarbung der generellen Ubersicht des Gewebes. Anhand
dieser wurde so auch die Interaktion von Knorpel und Synovialis beurteilt. In unserer
Stichprobe konnte nur in wenigen Fallen eine Invasion von synovialen Zellen in den Knorpel
beobachtet werden. Dies mag aulRer an der kleinen Stichprobe auch an den bereits zuvor
genannten Gegebenheiten liegen, dass bei einigen Geweben anfangs Synovialis und Knorpel
bei jedem Mediumwechsel voneinander getrennt wurden. Auch die unphysiologische
Umgebung kénnte eine Rolle spielen. Ebenso hierzu beigetragen haben dirfte der Umstand,
dass die Orientierung der Gewebe zueinander nicht immer der im Gelenk entsprach. Wenn
davon ausgegangen wird, dass die Invasion von Zellen des lining layers ausgeht, war in
einigen Fallen gar keine Interaktion der beiden Gewebe mdoglich, da das lining layer dem
Knorpel abgewandt war. Dies war der Fall, da makroskopisch nicht die Orientierung beurteilt
werden kann. Eine vorherige mikroskopische Untersuchung kostet zum einen Zeit, in der die
Qualitat des unverarbeiteten Gewebes sinkt, zum anderen wird die ohnehin knappe Menge
verfugbaren Materials reduziert und schlieRlich ist in einer dreidimensionalen Probe die
Orientierung nicht anhand eines Schnittes sicher fur die restliche Probe vorhersagbar. In einer
Studie von Tolboom et al. [102] konnte gezeigt werden, dass Synoviozyten von RA-Patienten
ein signifikant hoheres Potential zur Invasion haben als die von OA-Patienten. Diese
Beobachtung konnte in der vorliegenden Untersuchung, bei allerdings sehr geringer Fallzahl,
nicht beobachtet werden. Eine Invasion trat sowohl bei RA als auch bei OA auf. In der
genannten Studie wurde jedoch die Invasion isolierter synovialer Fibroblasten in eine Gel-
Matrix untersucht. Somit ist keine direkte Vergleichbarkeit zu den Bedingungen in vivo sowie
zu den in der vorliegenden Arbeit gegeben. Allerdings wurden die Ergebnisse mit

radiologischen Aufnahmen der Patienten verglichen, wobei festgestellt wurde, dass bei den
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Patienten mit hoher Invasivitat auch radiologisch ein héherer Grad an Gelenkdestruktion

vorhanden war, was eine Ubertragbarkeit auf die Klinik nahelegt.

4.1.3.2 Safranin-O-Lichtgrun-Farbung

In der univariaten, also nur fur Alter und Geschlecht adjustierten Analyse zeigten sich
signifikante Ergebnisse in Bezug auf den semiquantitativ bestimmten Proteoglycangehalt des
Knorpels fir die Faktoren Zeitdauer der Kultur, Monostimulation mit TNFa und Knorpel-
Monokultur. Je langer das Gewebe kultiviert wurde, desto geringer war der
Proteoglycangehalt. Eine Monostimulation mit TNFa verringerte ebenfalls signifikant den
Proteoglycangehalt. Im Gegensatz dazu schien eine Knorpel-Monokultur einen protektiven
Effekt zu haben; der Proteoglycangehalt war deutlich erhoht. In der multivariablen Analyse
zeigte sich keine Signifikanz mehr fir einen erniedrigten Proteoglycangehalt nach Zeitdauer
der Kultur. Sowohl die Monostimulation mit TNFa als auch die Costimulation mit TNFa und IL-
18 verringerten den Proteoglycangehalt signifikant. Bestatigt werden konnte die
hochsignifikante Erh6hung des Proteoglycangehalts bei Knorpel-Monokultur. Setzt man einen
geringeren Proteoglycangehalt gleich mit zunehmender Degradation des Knorpels, ergibt sich
hieraus vor allen Dingen, dass die Synovialis bzw. Faktoren hieraus zu einer vermehrten
Knorpeldegradation fihren. Zu ahnlichen Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe von Wang et al.
2018 [103]. Hier wurde ein Effekt der Synovialis auf den Gelenkknorpel bei OA festgestellt.
Einschrankend ist eine nicht 1:1 zu gewahrleistende Ubertragbarkeit zu erwéhnen, da Wang
et al. sich mit einem Rattenmodell befassten. Hier liegt wiederum eine Starke der vorliegenden
Studie, da es sich wie bereits erwahnt um die erste Studie dieser Art handelt, die die
Zusammenhange und Wechselwirkungen von Knorpel und Synovialis in einem humanen
Modell untersucht. Erwartungsgemald sorgte eine Stimulation mit Entzindungsmediatoren
sowohl einzeln als auch in Kombination flir eine Knorpeldegradation. In der univariaten
Analyse war eine langere Kulturdauer mit einem hdéheren Proteoglycanverlust assoziiert, was
zunachst logisch erscheint, jedoch in der multivariablen Analyse nicht bestatigt werden konnte.
Die Grinde hierfir mussten gesondert evaluiert werden, da sich auch in den ubrigen
Farbungen zumindest ein Trend hin zur Verschlechterung der Gewebequalitdt und somit
einem niedrigeren Krenn-Score sowie einer verminderten Expression von CD55 und CD68 mit
zunehmender Kulturdauer zeigte. Ein moglicher Erklarungsansatz ware, dass das
Knorpelgewebe dufleren (mechanischen) Einflussen gegenlber stabiler ist als das fragile
Synovialisgewebe und somit eine Degradation weiterer Faktoren bedarf. Die Synovialis wurde
bei zunehmender Kulturdauer fragil und briichig, was auf den Knorpel weniger zutraf; das
Gewebe blieb stets im Verbund bestehen, was sicherlich auf die physiologisch hdhere

mechanische Belastbarkeit von Knorpel zurlickzufihren ist.

Im Gegensatz zum Krenn-Score bei der HE-Farbung der Synovialis existiert bisher kein Score

zur Quantifizierung des Proteoglycangehalts des Knorpels in der S/O-Farbung. Der
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Einfachheit halber wurde hier ein vierstufiger, semiquantitativer Score ahnlich des Krenn-
Scores verwendet. Fehlender Proteoglycangehalt entsprach dem Score 0, geringer 1,
moderater 2 und hoher Proteoglycangehalt 3. Aufgrund der GréRe der Knorpelfragmente und
des je nach Farbung leicht unterschiedlichen Rottons/ der unterschiedlichen Rotintensitat war
ohne grofieren technischen Aufwand, der fiir ein moglichst einfaches Modell nicht gewilinscht
ist, keine standardisierte, computergestutzte Auswertung mittels eines
Bildbearbeitungsprogramms wie bei den immunhistochemischen Farbungen moglich. Wenn
die Knorpelfragmente sehr grof3 waren und mehrere Gesichtsfelder unter dem Mikroskop
ausflllten, fand sich teilweise ein sehr heterogener Proteoglycangehalt. In diesen Fallen wurde
durch den Untersucher eine moglichst reprasentative Region ausgewahlt, was jedoch immer
auch eine gewisse Subjektivitat beinhaltet. Diese wurde dadurch ausgeglichen, dass die
Auswertung stets durch den gleichen Untersucher erfolgte. Stichprobenartige
Qualitatskontrollen  ergaben  eine  fast  einhundertprozentige  Intra-Beobachter-

Reproduzierbarkeit.

Insgesamt war die S/O-Farbung fehleranfalliger als die HE-Farbung und Unterschiede in der
Qualitat der Anfarbung fihrten eher zu Problemen bei der Auswertung. Sofern Zweifel
bestanden, wurde die Farbung fir die entsprechenden Praparate wiederholt. Die Probleme
aullerten sich in je nach Farbevorgang unterschiedlichen Rotténen und -intensitaten des
proteoglycanhaltigen Knorpels sowie in der Anfarbung der proteoglycanfreien Bereiche. Diese
sollten durch den Farbstoff Lichtgriin grinlich-tlirkis angefarbt werden, stellten sich allerdings
in einigen Fallen, auch bei sicher fehlendem Proteoglycangehalt, z. B. bei Betrachten der
Synovialis in der Co-Kultur, weild dar. Positiv hervorzuheben ist, dass der Knorpel fast immer
beurteilt werden konnte und die Hauptfehlerquelle darin lag, dass makroskopisch
falschlicherweise Synovialis- fir Knorpelgewebe gehalten wurde und sich somit die

Auswertung in wenigen Fallen erubrigte.

4.1.3.3 Immunhistochemische Farbungen

Es fand sich in der immunhistochemischen Farbung sowohl fir CD55 (synoviale Fibroblasten)
als auch fur CD68 (Makrophagen) in der univariaten Analyse eine negative Korrelation der
Expression dieser Marker abhangig von der Kulturdauer. In der multivariablen Analyse konnte
dies lediglich fur CD55 bestatigt werden. Dies deutet darauf hin, dass mit zunehmender
Kulturdauer in einer experimentellen Umgebung, die nicht den natirlichen Verhaltnissen im
Gelenk entspricht, Zellen zugrunde gehen. Unterstitzt wird diese Deutung des Ergebnisses
durch die Beobachtung, dass auch in der HE-Farbung der Krenn-Score mit zunehmender
Kulturdauer abnahm, was bei einer Stimulation mit Entzindungsmediatoren nicht intuitiv
erscheint, da mit zunehmender Exposition die Inflammation zunehmen musste. Jedoch ist eine
mogliche Erklarung hierfiir, dass die experimentellen Verhaltnisse nicht den physiologischen

Gegebenheiten entsprechen. Durch die unphysiologisch hohen Konzentrationen an TNF-a
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und IL-1 und die fehlende Substitution weiterer Faktoren Gber das Nahrmedium hinaus wurde
statt einer proportional zur Kulturdauer zunehmenden Inflammation ein Absterben der Zellen
induziert. Die Auswahl der untersuchten Zelltypen entspricht den fir die Diagnostik und
Pathophysiologie bedeutsamsten Spezies. Synoviale Fibroblasten erlangen im Rahmen der
Synovialitis die Fahigkeit zur Migration und Invasion des Knorpels und nehmen somit eine
herausragende Rolle in der Pathogenese der RA ein [36, 52, 55-57, 96, 104]. Makrophagen
hingegen sind bei vielen entziindlichen Prozessen beteiligt und sind speziell bei der RA als
Marker fur die Krankheitsaktivitdt und das Therapieansprechen, das in bestimmten Fallen

anhand synovialer Biopsien beurteilt wird, etabliert [96, 105, 106].

Trotz der Verwendung eines standardisierten Testkits war die Immunhistochemie die
fehleranfalligste Farbung in der vorliegenden Studie. Um mdgliche Fehler zu erkennen und
keine falsch-negativen oder falsch-positiven Ergebnisse zu produzieren, wurden von Anfang
an konsequent in jeder Farbereihe Positivkontrollen mitgeflihrt. Dabei handelte es sich um
Schnitte von Geweben, die bereits in friiheren Versuchen verwendet wurden und das gesuchte
Antigen nachweisbar exprimierten. Dadurch konnten Fehler in der Farbung oder
Vorbehandlung der Proben in jedem Fall erkannt und schlieldlich identifiziert werden.
Aulerdem wurden fir jeden Objekttrager Negativkontrollen mittels Isotypenkontrollen bzw.
Puffer (Dako Antibody Diluent with background reducing components) mitgefuhrt. Bei den
primaren Antikérpern handelte es sich um murine Antikérper gegen humanes CD55 bzw.
CD68. Die Isotypkontrolle ist ebenfalls ein muriner Antikérper, der jedoch nicht gegen eine
bestimmte Zielstruktur gerichtet ist und somit unspezifisch. Wichtig ist, dass der Antikérper
derselben Spezies und Antikérperklasse entstammt wie der primare Antikdrper, dem er als
Kontrolle dient, damit der sekundare Antikérper, mithilfe dessen die Bindung an Strukturen in
der Probe sichtbar gemacht wird, indem das Fluorochrom an ihn bindet, nicht nur an den
primaren Antikdrper, sondern auch an den Kontroll-Antikbrper bindet. Wenn Puffer als
Negativkontrolle verwendet wird, dient dies dazu, Bindungen des Testkits an die Probe

nachzuweisen [99].

Eine Zeitlang wurde zur Entwasserung der Schnitte nach der Fixierung in Paraformaldehyd
eine doppelte Alkoholreihe verwendet, analog der Entwasserung nach der HE- bzw. S/O-
Farbung. Auf die beiden anderen Farbungen hatte dies keinen Einfluss, jedoch wurden die
beiden untersuchten Antigene in der immunhistochemischen Analyse nach dieser
Vorbehandlung nicht angefarbt. In der Literatur gibt es widersprichliche Ergebnisse zur
Beeinflussung von immunhistochemischen Farbungen durch Alkoholreihen, wobei ein
Maskieren der Epitope vermutet wird [107, 108]. Dieses konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
durch die Proteolyse mit Trypsin zur Wiederfindung der Epitope rickgangig gemacht werden.
Praparate der gleichen Gewebe konnten jedoch angefarbt werden, wenn statt einer doppelten

nur eine einfache aufsteigende Alkoholreihe zur Entwasserung verwendet wurde.
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Das Eindecken der Praparate mit einem wassrigen Medium war schwieriger und
fehleranfalliger als das Eindecken nach den anderen Farbungen mit einem anderen Medium.
Dieses Medium (Roti-Histokitt) ist jedoch nicht fur wassrige Proben, wie sie bei der
Immunhistochemie vorliegen, geeignet und konnte somit nicht verwendet werden. Die
Objekttrager mit den fertig angefarbten Schnitten durften vor dem Eindecken weder
austrocknen noch zu feucht sein, da beides die Reaktion beeinflussen konnte. Auch die Zeit
bis zur Trocknung und Aushartung war deutlich langer als beim Eindecken mit Roti-Histokitt.
All diesen Schwierigkeiten wurde versucht vorzubeugen, indem auf jedem Objekttrager mit
drei Schnitten je zwei Schnitte flr die eigentliche Farbung verwendet wurden und der dritte fir
die Positiv- bzw. Negativkontrolle. War ein Schnitt nicht auswertbar, konnte in einigen Fallen
der zweite herangezogen werden. Dennoch konnte, vor allem bei Problemen beim Eindecken,
teilweise keine Auswertung erfolgen. Wenn noch ausreichend gefrorenes Gewebe zur

Verfligung stand, wurde dieses im nachsten Zyklus erneut geschnitten, fixiert und gefarbt.

Bei der computergestiitzten Auswertung mittels ImagedJ konnte das Verfahren im Gegensatz
zur Auswertung der beiden anderen Farbungen mittels letztlich subjektiver Scores objektiviert
werden. Allerdings ergaben sich auch hierbei Schwierigkeiten, die vor allem die Auswahl
geeigneter Regionen (ROIs) bei eingeschrankter Gewebequalitdt oder kleinen
Synovialisfragmenten betrafen. Die Auswahl der ROIs konnte sich in den Fallen nicht
ausschliellich nach der Reprasentativitat flir das jeweilige Praparat richten, sondern es
musste auch die Eignung des Gewebes beriicksichtigt werden. Um mehrere (im Idealfall drei)
ROls pro Schnitt zu erhalten, musste das Synovialisfragment eine gewisse GréfRe haben und
auf dieser gesamten GrofRe ein lining layer mit entsprechend erkennbarem sublining
vorhanden sein. Die GréRe bzw. Breite dieser Region war auch relevant, damit die ROls sich
nicht Uberlappten, was die Aussagekraft einschranken wirde. AuRerdem sollten mdglichst
wenig Gefalle und Risse im Gewebe vorliegen, die aufwandig von der Flache subtrahiert
werden mussten, um nur das tatsachlich vorhandene Gewebe zu untersuchen. All dies fuhrte
zu einer Reduktion der auswertbaren ROls, sodass in vielen Fallen nicht wie geplant drei ROls
untersucht werden konnten, sondern nur eine oder zwei. Analog zur HE-Farbung, bei der
Synovialis untersucht wurde, spielte auch hier im Gegensatz zum Knorpel die teils schlechte
Gewebequalitdt bzw. das Vorliegen von Fett- oder zellarmem Bindegewebe anstelle von

Synovialis eine Rolle, die die eher niedrige Rate an auswertbarem Gewebe erklart.

414 OAvs.RA

In der vorliegenden Studie wurden keine Unterschiede zwischen OA und RA bezuglich des
Gesamt-Krenn-Scores festgestellt. Im Hinblick auf den Teilscore Infiltrate fanden sich sowohl
in der uni- als auch in der multivariablen Analyse fir OA sogar hdhere Werte als fur RA. Ebenso
konnte kein Unterschied bezlglich des Proteoglycangehalts oder der Expression von CD55

bzw. CD68 zwischen OA- und RA-Praparaten festgestellt werden.



68

Diese Ergebnisse stehen zunachst einmal im Widerspruch zu Ergebnissen anderer, hier
exemplarisch gegenubergestellter Studien, in denen ein héherer Krenn-Score bei RA im
Vergleich zu OA [9, 96] bzw. eine hdhere Zahl von CD68-exprimierenden Zellen im sublining
[96, 97] festgestellt wurde. Es existieren jedoch eklatante Unterschiede beziiglich der Proben
sowie deren Behandlung zwischen den zitierten und der vorliegenden Studie. In den Arbeiten
von Krenn et al. [9] sowie Kraan et al. [97] wurden ausschlie3lich, in der Arbeit von Mucke et
al. [96] zumindest teilweise Praparate aus Synovialisbiopsien bzw. Synovektomien untersucht.
In einer Studie bleibt unklar, aus welchen Gelenken die Proben stammen [9], in einer weiteren
stammen sie aus unterschiedlichen Gelenken der oberen und unteren Extremitat [96] und in
einer ausschlieBlich aus dem Kniegelenk [97]. Aufgrund der Verfiigbarkeit und Praktikabilitat
wurden in der vorliegenden Studie lediglich Proben aus Hiift- und Kniegelenken untersucht,
was zu einer diesbezliglichen Standardisierung beitrug, die hier hervorzuheben ist. Nur diese
Lokalisationen boten, durch die Entnahme wahrend Gelenkersatzoperationen, eine
ausreichende Menge an Material. In der vorliegenden Studie, in der sowohl Knorpel als auch
Synovialis desselben Probanden gemeinsam untersucht wurden, musste das humane Material
in solchen Operationen entnommen werden, da nur so Knorpel und Synovialis enthommen
werden konnten. In einem weiterhin bestehenbleibenden Gelenk wiirde die Entnahme v.a. des
Knorpels dessen Funktion beeintrachtigen und die Entnahme ware ethisch nicht vertretbar.
Der Einfluss des Gelenks auf die Auspragung der Synovialitis wurde bis dato noch nicht
untersucht. Gerade an den grolien Gelenken der unteren Extremitat ist die mechanische
Belastung im Gegensatz zu beispielsweise Fingergelenken sehr hoch, was das Auftreten einer

OA [5], ggf. zusatzlich zu einer bereits bestehenden RA, begunstigt.

Eine weitere mdgliche Ursache fur die fehlenden Unterschiede zwischen RA und OA kdnnte
in dem spaten Krankheitsstadium begriindet sein, das bei beiden Entitaten in dieser Studie
betrachtet wurde, da schlie3lich nur Patienten untersucht wurden, bei denen bereits ein
Gelenkersatz erforderlich war. Dies schlief3t auch eine mdgliche Koinzidenz von RA und OA
bei den untersuchten Patienten nicht aus, welche Unterschiede ebenfalls verkleinern wirde.
Beide Erkrankungen sind miteinander vergesellschaftet [23, 103, 109]. Das spate
Erkrankungsstadium muss nicht von Nachteil sein, da es laut einer Arbeit von Baeten et al.
[110] bis auf eine grofRere maximale Breite des lining layers bei spater RA im Gegensatz zu
friher RA bei gleicher Durchschnittsbreite keine signifikanten Unterschiede in der
histologischen Auswertung gibt. In der Studie schien vor allem das Vorhandensein oder Fehlen
eines Gelenkergusses ausschlaggebend fur die entziindliche Aktivitat zu sein. Dieser Faktor
wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht erfasst. Auch bei der aktivierten OA kommt es
wie oben erwahnt zur Entziindungsreaktion der Synovialis [111-116], was in der vorliegenden
Arbeit belegt werden konnte und ebenfalls den fehlenden Unterschied zwischen den beiden

Entitaten in Bezug auf den Krenn-Score erklaren kann.
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Ferner bleibt unklar, inwiefern Proben aus Synovialisbiopsien/ Synovektomien vergleichbar
sind mit Proben, die im Rahmen von Gelenkersatzoperationen enthommen worden sind. Auch
dies wurde bisher nicht explizit erforscht, jedoch kdénnte eine Studie von Haywood et al. [114]
hier erste Hinweise liefern: In der Studie wurde Synovialis von 104 OA-Patienten untersucht.
Die Proben wurden in 97 Fallen im Rahmen von Gelenkersatzoperationen und lediglich in
sieben Fallen arthroskopisch gewonnen. Zur histologischen Beurteilung wurde ein Score
herangezogen, der dem Krenn-Score sehr ahnlich ist und ebenfalls die Auspragung des lining
layers, der Zellularitdt im sublining sowie das Vorhandensein inflammatorischer Zellen
beinhaltet. 68 von 104 Proben (rund 65%) wiesen eine moderate oder schwere Inflammation
auf. Von den sieben arthroskopisch gewonnenen Proben wiesen jedoch nur zwei (rund 29%)
eine moderate oder schwere Inflammation auf. Berlcksichtigt man nur die bei
Gelenkersatzoperationen gewonnenen Proben, ergibt sich somit bei 66 von 97 Proben ein
Anteil von rund 68% mit moderater bis schwerer Entziindung. Trotz der geringen Fallzahl von
sieben in der Arthroskopie-Gruppe ist ein eindeutiger Trend erkennbar hin zu einer
ausgepragteren Inflammation bei OA-Praparaten, die wahrend Gelenkersatzoperationen
entnommen werden im Gegensatz zu arthroskopisch gewonnenen. Dies ist ein moglicher
Einflussfaktor fir die Unterschiede zwischen der vorliegenden Studie und den vorgenannten
mit abweichenden Ergebnissen und signifikant erhdhter entzindlicher Reaktion in RA- im
Vergleich zu OA-Praparaten. Uberdies ware der hier postulierte Unterschied in der histologisch
nachweisbaren inflammatorischen Reaktion je nach Art der Gewebeentnahme ein
interessanter Ansatz flr weitere Forschung. Da es sich um humane Proben handelt, die nur
aufgrund sowieso notwendiger Eingriffe in die betreffenden Gelenke entnommen werden
konnten, ware auch zu diskutieren, ob nicht die Inflammation, die bei der OA zweifelsohne
ebenfalls eine Rolle spielt [111-116], ausgepragter ist bei Patienten, die einen Gelenkersatz

bendtigen als bei solchen, die sich einer Biopsie oder Synovektomie unterziehen.

Ein weiterer Grund flr die Unterschiede zwischen den Studien liegt in der Kultivierung und
Stimulation der Gewebe in der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zur Untersuchung nativen
Materials in vorherigen Studien. Bezuglich des Proteoglycangehalts des Knorpels
beobachteten wir signifikante Unterschiede je nachdem, ob der Knorpel lediglich kultiviert oder
auch stimuliert worden war. Sowohl die Stimulation mit TNFa als auch die Costimulation mit
TNFa und IL-13 verringerten den Proteoglycangehalt sowohl in der uni- als auch in der
multivariablen Analyse. Fir die Synovialis und die Auswertung des Krenn-Scores sowie der
Expression von CD55 und CD68 im sublining konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen stimulierten und unstimulierten Geweben festgestellt werden. Allerdings ist bei
identischer Stimulation der Gewebe auch mit einer vergleichbaren Entziindungsreaktion zu

rechnen.
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Schlieflich bleibt noch ein wichtiger Faktor zu erwahnen. In die vorliegende Studie wurden
Patienten unabhangig von der Krankheitsdauer und der (medikamentdsen) Vortherapie
eingeschlossen. Insbesondere Therapeutika der RA (DMARDs und Glucocorticoide) dirften
einen Einfluss auf die histologisch und immunhistochemisch dargestellte synoviale
Entzindungsaktivitat haben. Lediglich in der Veréffentlichung von Kraan et al. [97] wird eine
Aussage zur medikamentdsen Therapie der Studienpopulation getroffen. Es wurden nur
Patienten eingeschlossen, die keine zytotoxischen DMARDs oder Glucocorticoide einnahmen.
Dies steigert die entzlindliche Aktivitat v.a. der RA, wohingegen diese in der vorliegenden
Studie durch die eventuelle Einnahme verschiedener DMARDs und Glucocorticoide
unterdriickt werden konnte. Obwohl dies nicht explizit erhoben wurde, scheint eine verbreitete
Einnahme dieser Medikamente in der Studienpopulation der vorliegenden Arbeit sehr
wahrscheinlich, da vermutlich vor einem Gelenkersatz alle konservativen Malihahmen bei den
Probanden ausgeschopft worden sind. Vor allem in Bezug auf den fehlenden Unterschied in
der CD68-Expression im sublining sowie den héheren Anteil an Infiltraten bei OA-Patienten
scheint die Erklarung mittels Medikation plausibel. In einer Arbeit von Haringman et al. [117]
konnte gezeigt werden, dass der Anteil an CD68-positiven Makrophagen im sublining bei
Therapieansprechen sinkt. Da diese auch einen Teil des entziindlichen Infiltrats ausmachen,
kann so der scheinbare Widerspruch erklart werden, dass in der vorliegenden Arbeit bei OA-
Patienten signifikant mehr Infiltrate gefunden werden konnten als bei RA-Patienten. Bei vielen
dieser kamen jedoch vermutlich DMARDs und Glucocorticoide zum Einsatz, sodass es
histologisch zu weniger Infiltraten kam. Da sich die Infiltrate nicht ausschlieBlich aus
Makrophagen, sondern v.a. aus eingewanderten Lymphozyten zusammensetzen, ist es
durchaus plausibel, dass es lediglich im Krenn-Subscore Infiltrate zu einem signifikanten

Ergebnis kam und nicht bei der CD68-Expression.

4.1.5 Knorpeldegradation

In der vorliegenden Arbeit konnte in der multivariablen Analyse eine signifikante Abnahme des
Proteoglycangehalts sowohl bei Monostimulation mit TNFa als auch bei Costimulation mit
TNFa und IL-1B beobachtet werden. Im Gegenzug dazu hatte die Knorpel-Monokultur einen
protektiven Effekt und der Proteoglycangehalt lag héher als in der Co-Kultur mit Synovialis.
Hieraus lasst sich vermuten, dass Faktoren aus der Synovialis einen negativen Effekt auf den
Proteoglycangehalt haben und zur Knorpeldegradation fihren. Korrespondierend hierzu ist in
der S/O-Farbung (Abb. 10) eine Abnahme des Proteoglycangehalts des Knorpels sichtbar, die
von der Adhasionsstelle der Synovialis ausgeht. Diese von der der Synovialis ausgehende
Abnahme des Proteoglycangehalts konnte in der vorliegenden Studie haufig beobachtet
werden. Auch wenn bei der geringen Probenzahl nicht auf die Gesamtsituation geschlossen
werden kann, ist dies doch zumindest ein Hinweis darauf, dass die Adhasion bzw. Invasion

synovialer Zellen an den Knorpel einen Proteoglycanverlust bewirken kénnte. Abbildung 11
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zeigt CD55-positive Zellen, die den Knorpel nicht invadieren, aber mafgeblich an der
Adhasion beteiligt sind. Dies betrifft die rot angefarbten Zellen an der Grenze zum Knorpel.
Die in den Knorpel eingewanderten Zellen sind in dieser Farbung hingegen nicht spezifisch
angefarbt. Anders bei den CD68-positiven Zellen, die in Abbildung 12 dargestellt sind. Diese
Zellen sind in dem abgebildeten Gewebe nicht nur an der Adhasion, sondern auch an der
Invasion in den Knorpel beteiligt. Zellen, die CD55 als Oberflachenmarker exprimieren, sind
im genannten Kontext v.a. synoviale Fibroblasten, CD68-positive Zellen v.a. Makrophagen.
Moglich ware, dass die synovialen Fibroblasten die Knorpeloberflache so weit degradieren,
dass die weiteren Zellen Gberhaupt erst eindringen kénnen. Diese Hypothese wird gestiitzt
durch die bereits 1986 von Okada et al. beobachtete und seither immer wieder bestatigte
Tatsache, dass aktivierte synoviale Fibroblasten Metallo-Proteinasen sezernieren [7, 8, 36,
118-121]. Weitere Zellen wie Makrophagen konnten somit in den Knorpel eindringen und dort
ihrerseits fur eine weitere Degradation sorgen. In der Literatur wird betont, dass Makrophagen
im Kontext der RA verschiedene Funktionen erflllen, teilweise sogar antiinflammatorische [48,
122-124]. Deren Prasenz in der Synovialis korreliert mit radiologisch nachweisbaren Erosionen
[123]. Sie produzieren u.a. TNFa und IL-1, Zytokine, die an der Entstehung und
Aufrechterhaltung der RA mal3geblich beteiligt sind und deren Hemmung eine Reduktion der
Krankheitsaktivitat zur Folge hat [123]. IL-1 induziert auRerdem Matrix-Metallo-Proteinasen,
die eine Destruktion der Knorpel- und Knochenmatrix bewirken [123]. Es besteht aulerdem
eine enge Verbindung zwischen synovialen Fibroblasten und Makrophagen. Makrophagen
aktivieren mittels der Sekretion von TNFa und IL-1B synoviale Fibroblasten, sodass diese
knorpel- und knochendegradierende Eigenschaften entwickeln und die aktivierten
Fibroblasten wiederum aktivieren ihrerseits wieder Makrophagen, sodass der
proinflammatorische Zustand sich selbst unterhalt [123, 125]. Wahrscheinlich ist, dass hier nur
eine Momentaufnahme dargestellt ist und sowohl synoviale Makrophagen als auch
Fibroblasten mittels der genannten Mechanismen an der Knorpel- und letztlich auch
Knochendegradation und -invasion beteiligt sind. Die Literatur konzentrierte sich bislang vor
allem auf synoviale Fibroblasten als Hauptakteure der RA und Knorpeldegradation [85, 88,
104, 118, 121, 126-129]. Kirzlich sind jedoch Makrophagen in den Fokus der RA-Forschung
gerlckt und ihre grofe regulatorische Bedeutung wird zunehmend erkannt [48]. Es gibt
Hinweise darauf, dass Makrophagen unterschiedlichen Ursprungs unterschiedliche
Funktionen im Hinblick auf inflammatorische Reaktionen haben. Bezogen auf die Arthritis
scheinen ortsstandige Makrophagen eine gewisse Barrierefunktion zwischen synovialen
Kapillaren und der Gelenkhohle innezuhaben und somit antiinflammatorische Effekte zu
entfalten. Im Rahmen einer Arthritis bricht diese Barriere zusammen. Eingewanderte

Makrophagen hingegen tragen zur Inflammation bei. [48]
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Eine zeitabhangige Abnahme des Proteoglycangehalts konnte lediglich in der univariaten
Analyse festgestellt werden. Die Beobachtung, dass eine Kultur gemeinsam mit Synovialis zu
einer Abnahme des Proteoglycangehalts fuhrt, machte auch die Arbeitsgruppe von Pretzel et
al. [85]. Im Unterschied zur vorliegenden Studie wurde jedoch boviner Knorpel mit isolierten
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten kultiviert. Bei der unstimulierten Knorpel-
Monokultur kam es Uber 14 Tage zu keinem signifikanten Proteoglycanverlust. Auch in der
vorliegenden Arbeit kam es in der multivariablen Analyse zu keiner signifikanten Abnahme des
Proteoglycangehalts mit zunehmender Kulturdauer. Dies konnte mit der gréReren
mechanischen Stabilitat von Knorpel- im Gegensatz zu Synovialisgewebe erklart werden im
Hinblick auf die mechanischen Belastungen wahrend der Kultur mit Mediumwechseln etc.
Andererseits ist Knorpel ein bradytrophes Gewebe, das aufgrund dieser Eigenschaft
intrinsisch resistenter gegenuber der unphysiologischen Umgebung des Modells sein kdnnte
als die vulnerable Synovialis. Fraglich ist, ob hieraus Schlisse auf die Situation in vivo gezogen
werden konnen. Moglicherweise ist der Knorpel nicht aktiv an der Pathophysiologie der RA
bzw. anderen entzindlichen Gelenkerkrankungen beteiligt, sondern lediglich eine passiv
destruierte Struktur, die sowohl bei der inside out- als auch bei der outside in-Hypothese erst
sekundar durch die primare Schadigung von Knochen bzw. Synovialis affektiert wird.
Hingegen nahm der Proteoglycangehalt bei Pretzel et al., ebenfalls per Safranin-O-Lichtgrin-
Farbung detektiert, in der Co-Kultur mit synovialen Fibroblasten auch ohne Stimulation
signifikant ab. Die Co-Kultur vergrof3erte die Proteoglycanabnahme auch in den stimulierten
Kulturen, wobei sich die grofite Abnahme bei doppelt stimulierter Co-Kultur fand. Dies lasst
sich dadurch erklaren, dass Zytokine wie TNFa und IL-13 die Produktion von Metallo-
Proteinasen in Chondrozyten und Synoviozyten stimulieren [7, 8, 36, 119-121]. Somit bestatigt
sich der auch in der vorliegenden Studie nachgewiesene negative Effekt von
inflammatorischer Synovialis und Stimulation auf den Knorpel. Steenvoorden et al. [121]
konnten in einer Studie zeigen, dass Synoviozyten nur in Anwesenheit vitaler Chondrozyten
dazu in der Lage waren, Knorpel zu degradieren. Da in der vorliegenden Studie die Co-Kultur
mit Synovialis unabhangig von der Kulturdauer ebenfalls einen verminderten
Proteoglycangehalt zur Folge hatte, legt dies nahe, dass die Bedingungen in Kultur ein

Uberleben der Chondrozyten méglich machen.

4.2 Anschlielende Fragestellungen

Die vorliegende Studie kann als Ausgangspunkt weiterer Forschung dienen. Nach Modifikation

des Modells kdnnten hieran weitere Untersuchungen vorgenommen werden.

Die Modifikationen kénnten wie folgt aussehen: Vor Beginn der Kultur kénnten bei
ausreichender Verfiigbarkeit nicht nur makro- sondern auch mikroskopische Kontrollen der
Gewebe erfolgen. Dies dient zum einen der ldentifikation geeigneter Bereiche, sodass

beispielsweise nicht periartikulares Fettgewebe anstelle von Synovialis verwendet wird. Zum
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anderen kann in einer Co-Kultur so auch die richtige Polaritdt der Gewebe gewahrleistet
werden, sodass das lining layer dem Knorpel in jedem Fall zugewandt ist und eine Interaktion
entsprechend der in vivo erméglicht wird. Es kdnnte eine kontinuierliche Perfusion, wie von
Schultz et al. [89] vorgeschlagen, etabliert werden, um eine langere Kulturdauer sowie weniger
Manipulationen durch die Mediumwechsel zu erreichen. Es muissten vor Beginn der Kultur
weitere Untersuchungen erfolgen, um die optimale Konzentration an zugefligten
Entziindungsmediatoren, wie sie annahernd in vivo vorliegt, zu finden. Auch ware es denkbar,
das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen beteiligten Zytokine durch die Verwendung
weiterer Zytokine differenzierter abzubilden. Bei allen Modifikationen darf jedoch nicht aul3er
Acht gelassen werden, dass es sich um ein in vitro-Modell handelt und nie exakt die gleichen
Bedingungen wie im komplexen und individuell unterschiedlichen Zusammenspiel in vivo

erreicht werden konnen.

Anhand eines solchen Modells konnten weitere Einblicke in den Entzindungsprozess der
Arthritis im Allgemeinen, der sich zwischen OA und RA im Endstadium nicht diametral zu
unterscheiden scheint, ermdglicht werden. Nicht zuletzt ist auch eine Untersuchung bezuglich
der Reversibilitat der beobachteten Veranderungen lohnenswert. Geniigen ein Wechsel in
eine  ,physiologischere* Umgebung und die Abwesenheit von schadigenden
Entziindungsmediatoren? Sind die Veranderungen Uberhaupt reversibel? Dies konnte mithilfe
entsprechender Medikation Uberprift werden, wobei auch neue Substanzen auf ihr

diesbezlgliches Potential getestet werden kdnnten.

4.3 Schlussfolgerungen

Es konnte ein Modell etabliert werden, in dem Knorpel und Synovialis einzeln und gemeinsam

fur bis zu 42 Tage kultiviert werden konnten.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Synovialis einen wesentlichen
Faktor fUr die Degradation des Knorpels darstellt. Knorpel erwies sich in Monokultur als relativ
stabil in Bezug auf den Proteoglycangehalt Uber die Zeit. Sowohl die Stimulation mit
Entziindungsmediatoren als auch die Co-Kultur mit Synovialis konnten jedoch als voneinander
unabhangige Risikofaktoren fir eine Knorpeldegradation identifiziert werden. In einigen Fallen
konnte eine direkte Interaktion von Synovialis und Knorpel beobachtet werden, zunachst in
Form einer Adhasion, anschlieRend als Invasion v.a. synovialer Makropagen in den Knorpel.
Beide Gewebetypen scheinen sich gegenseitig negativ im Sinne einer entziindlichen Reaktion
mit folgender Gewebedegradation zu beeinflussen, was sich in der vorliegenden Studie am
verringerten Krenn-Score, verringerten Proteoglycangehalt und der verringerten CDG68-
Expression in Co-Kultur zeigte. Die initial ausgepragte Entzindung bei den hochgradig

symptomatischen Patienten mit hohen Zellzahlen entwickelte sich in unserem Modell unter
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dem Einfluss der Co-Kultur und Dauer der Kultur zu einer zunehmenden Degradation der

Gewebe mit Abnahme von Zellzahlen (Krenn-Score, CD68) und Proteoglycangehailt.

Sowohl die stimulierte Knorpel-Monokultur als auch die Co-Kultur von Knorpel und Synovialis
stellen potentielle Modelle fur verschiedene Erkrankungen dar, die mit einer Degradation des
Knorpels einhergehen. Es sind weitere Untersuchungen vonndéten, um die Mechanismen
aufzuklaren, anhand derer die Synovialis das Potential hat, den Knorpel zu schadigen. Dies
geschieht nicht nur im Rahmen der teilweise hier beobachteten Invasion, da es auch
unabhangig davon zu Proteoglycanverlusten in der Co-Kultur kam. Diese und welche Faktoren

hierzu beitragen, sind jedoch ebenfalls Aspekte, die einer genaueren Analyse lohnen.

In beiden Krankheitsentitaten konnte eine Abnahme der entziindlichen Aktivitat der Synovialis
mit zunehmender Kulturdauer beobachtet werden. Dies lasst sich vermutlich auf eine
Schadigung des Gewebes zum einen durch die trotz allem unphysiologische Umgebung sowie
zum anderen auf die unphysiologisch hohen Konzentrationen an Entzindungsmediatoren
zuruckflhren. Hier liegt eine Limitation dieses Modells, an die in zukinftigen Untersuchungen
angeknupft werden kann, um die Aussagekraft und die Anwendungsmdglichkeiten des

Modells zu erhohen.

In diesem vereinfachten Modell konnte kein signifikanter Unterschied der Entziindungsaktivitat
zwischen OA und RA nachgewiesen werden. Direkt nach Explantation fand sich bei beiden
Entitdten eine hohe entziindliche Aktivitat. Diese nahm unabhangig von der Stimulation und
Kultur zeitabhangig ab. Es konnte ein starker Einfluss der Synovialis auf die

Knorpeldegradation gezeigt werden.
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