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1. EINLEITUNG 

1.1. Arthrose 

Arthrose (engl. Osteoarthritis) ist die weltweit häufigste degenerative Gelenkserkrankung mit 

zunehmender Prävalenz und enormer volkswirtschaftlicher Bedeutung (Wallace, Worthington und 

Felson et al. 2017). Zusammenfassend kommt es bei Arthrose zu einer Degeneration des 

Knorpelgewebes mit sekundären Knochenläsionen. Im Rahmen der Degenerationsprozesse kommt es 

auch zu einer Entzündung der Gelenkkapsel (Synovitis) und in der Folge zu einer Schrumpfung der 

Gelenkkapsel. Klinisch stellt sich die Arthrose durch Schmerzen, Schwellungen über dem betroffenen 

Gelenk, begleitende Muskelverspannungen und Bewegungseinschränkungen dar. Der dadurch bedingte 

Funktionsverlust kann bis zur Notwendigkeit des künstlichen Ersatzes des Gelenkes führen. Prinzipiell 

kann jedes Gelenk betroffen sein, am häufigsten ist jedoch die Wirbelsäule betroffen, danach die 

Gelenke von Knie (Gonarthrose), Hüfte (Coxarthrose) und Schulter (Omarthrose) (Niethard, Pfeil und 

Biberthaler 2017).  

In der Vergangenheit wurde Arthrose pathogenetisch am ehesten als belastungsassoziierte 

degenerative Erkrankung verstanden. Allerdings hat sich über die letzten Jahre ein wesentlich 

komplexeres Bild ergeben. So stehen mittlerweile die komplexen Umbauprozesse im Gelenk und die 

inflammatorische Reaktion im Mittelpunkt.  

In einem gesunden Gelenk befinden sich die Knorpelzellen (Chondrozyten) in einem ruhenden Zustand 

und bilden eine glatte Oberfläche. Es braucht nun einen Triggerfaktor, zum Beispiel ein mechanisches 

Trauma oder auch oxidativer Stress, damit es zu einer Aktivierung der Chondrozyten kommt. Dies findet 

bei Arthrose vor allem durch NFκB- und MAPK-Signalwege vermittelt statt (Goldring und Marcu 2009). 

Die Aktivierung der Chondrozyten setzt katabole Prozesse in Gang und führt im Verlauf zu einer 

Degeneration des Knorpelgewebes durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedenen 

Signalkaskaden. Konsekutiv kommt es dann auch zu Veränderungen der anliegenden Knochenstruktur 

(Liu-Bryan und Terkeltaub 2015)  (Loeser, Goldring und Scanzello et al. 2012). 

Die inflammatorischen Prozesse laufen parallel zum Umbau des Gelenkes ab. Zum einen kommt zu einer 

Entzündungsreaktion im Knorpelgewebe. Diese wird ebenfalls initial durch NFκB- und MAPK-Signalwege 

vermittelt. Im Verlauf kommt es zur Aktivierung von verschiedenen inflammatorischen Molekülen und 

Kaskaden, unter anderem Matrix-Metalloproteasen (MMP), Nitric Oxide Synthasen (NOS2) und 

Cyclooxygenasen (COX2), sowie verschiedene Cytokine (Interleukin 1 und 11, Tumornekrosefaktor α), 

Damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs) und Alarmine (S100 Proteine) (Loeser, 

Goldring und Scanzello et al. 2012). Es entsteht ein komplexes molekulares Zusammenspiel, welches 

bisher noch nicht vollständig aufgeschlüsselt ist.  
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Auch Veränderung der Wnt- Signalwege wurden im Rahmen der inflammatorischen Reaktion bei 

Arthrose bereits beschrieben. So konnte WNT5A in arthrotischem Knorpel nachgewiesen werden und 

eine Aktivierung der katabolischen Aktivität der Chondrozyten durch nicht-kanonische WNT-Signalwege 

konnte ebenfalls gezeigt werden (Huang, Chubinskaya und Liao et al. 2017). Auch in arthrotischen 

Osteoblasten konnte eine Beeinflussung der Signalwege durch WNT5A nachgewiesen werden 

(Martineau, Abed und Martel-Pelletier et al. 2017). 

Die Inflammation beschränkt sich jedoch nicht auf das Knorpelgewebe. Ein wesentlicher Faktor bei 

Arthrose ist die Synovitis. Hierbei kommt es zu Hyperplasie der Synovia, einer Infiltration mit 

Entzündungszellen, vermehrter Vaskularisation und im Verlauf zu einer Fibrosierung des Gewebes 

(Scanzello und Goldring 2012). Bei den Entzündungszellen handelt es sich führend um Makrophagen 

(Wood, Leckenby und Reynolds et al. 2019). Histologisch besteht bei der Arthrose im Vergleich zur 

rheumatoiden Arthritis eher eine low-grade Inflammation. Klinisch scheint ein Zusammenhang zwischen 

der Stärke der Beschwerden und der Ausprägung der Synovitis zu bestehen (Scanzello und Goldring 

2012).  

Neben dem Alter, der genetischen Prädisposition und dem weiblichen Geschlecht ist Übergewicht der 

wichtigste Risikofaktor für die Entwicklung von Arthrose. Dies gilt vor allem für Gon- und Coxarthrose, 

aber auch für Arthrosen im Bereich der Handgelenke. Die beste Korrelation besteht zwischen Body-

Mass-Index (BMI) und Arthrose (Anderson und Felson 1988). Aufgrund der Tatsache, dass ein erhöhter 

BMI nicht nur in den durch Übergewicht vermehrt belasteten Gelenken, sondern auch in den Gelenken 

der Hand mit dem vermehrten Auftreten von Arthrose assoziiert ist, scheint der verstärkende Einfluss 

den Übergewicht auf Arthrose hat nicht alleine durch die mechanische Mehrbelastung erklärbar zu sein 

(Felson und Chaisson 1997). Dies wird dadurch unterstützt, dass außer der Assoziation von Übergewicht 

und Arthrose außerdem Assoziationen von Arthrose zu kardiometabolischen Risikofaktoren wie 

erhöhten Cholesterinwerten, Diabetes mellitus und erhöhtem Blutdruck gefunden werden konnten 

(Sowers, Karvonen-Gutierrez und Palmieri-Smith et al. 2009). Der Zusammenhang zwischen Arthrose 

und erhöhtem Blutdruck, Hypercholesterinämie und erhöhten Blutglukosespiegeln konnte auch 

unabhängig vom Gewicht gezeigt werden, was ebenfalls für eine metabolische Komponente in der 

Pathogenese der Arthrose spricht (Hart, Doyle und Spector 1995). Außerdem scheint ebenfalls ein 

Zusammenhang zwischen Arthrose und erhöhten Spiegeln von bestimmten Adipokinen zu bestehen 

(Sowers und Karvonen-Gutierrez 2010). Zusammenfassend zeigen mehrere metabolische Faktoren 

einen Einfluss auf die Entstehung von Arthrose. 
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1.2. Gelenkaufbau 

Gelenke bestehen aus artikulierenden Gelenkflächen der Knochen, welche von hyalinem Knorpel 

überzogen sind. Dazwischen befindet sich die flüssigkeitsgefüllte Gelenkhöhle und außen um das Gelenk 

liegt die Gelenkkapsel.  

 

 

Abbildung 1: Aufbau eines Gelenks (Schünke, Schulte und Schumacher 2011) 

 

Die Gelenkkapsel besteht aus zwei Schichten: der Membrana fibrosa und der Membrana synovialis. 

Die Membrana fibrosa bildet eine Hülle aus festem Bindegewebe, die Membrana synovialis ist an die 

Ränder des Knorpels angeheftet und bildet den direkten Übergang zu der freien Gelenkhöhle. Sie 

besteht wiederum aus zwei Schichten, der Subsynovialis aus Bindegewebe mit Blut- und 

Lymphgefäßen und Nervenzellen und der synovialen Intima aus Synovialozyten. Die Membrana 

synovialis ist zuständig für die Produktion der Gelenkflüssigkeit. Sie ist der Ort im Gelenk mit dem 

meisten Zellumsatz im Gelenk (Schünke, Schulte und Schumacher 2011). 
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Abbildung 2: Aufbau der Gelenkkapsel, modifiziert nach (Schünke, Schulte und Schumacher 2011) 

 

1.3.  Adipositas und das metabolische Syndrom 

Die Adipositas, also krankhaftes Übergewicht, ist in den letzten Jahrzehnten zur größten Epidemie der 

Industrienationen geworden. Sie wird nach dem Body Mass Index (BMI) eingeteilt. Normalgewichtig 

ist man mit einem BMI von 18,5-25 kg/m2, Werte von 25-30kg/m2 gelten als Präadipositas, Werte von 

30-35kg/m2 als Adipositas I°, Werte von 35-40kg/m2 als Adipositas II° und bei Werten von >40kg/m2 

spricht man von einer Adipositas permagna. Mit der Adipositas einher geht das metabolische Syndrom, 

auch als „Wohlstandssyndrom“ bezeichnet. Bei dem metabolischen Syndrom handelt es sich um einen 

kardiovaskulären Risikocluster, bei dem zusätzlich zu der stammbetonten Adipositas auch noch 

Faktoren wie Dyslipidämie, Glukosetoleranzstörungen oder arterielle Hypertonie hinzukommen (Bätge 

und Stoll 2013). Dieser Zusammenhang zwischen Adipositas und anderen Stoffwechselstörungen zeigt, 

dass es sich bei krankhaftem Übergewicht nicht nur um ein kosmetisches, sondern um ein weitaus 

tiefergreifendes Problem handelt. 

 

1.4. Metabolische Entzündung 

Über die letzten Jahrzehnte hat sich die Vorstellung von Fettgewebe als endokrines Organ etabliert, 

dass den Metabolismus über sogenannte Adipokine, die Hormone des Fettgewebes, reguliert 

(Kershaw und Flier 2004). Den Hauptbestandteil von Fettgewebe stellen Adipozyten dar. Zudem 

enthält Fettgewebe Prä-Adipozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Leukozyten und Makrophagen. Die 

Anzahl der Makrophagen korreliert positiv mit Adipositas, was bedeutet, dass es bei krankhafter 

Zunahme des Fettgewebes zu einer Makrophageninvasion des Gewebes kommt (Weisberg, McCann 

und Desai et al. 2003). Bei Adipositas kommt es zu erhöhten Leveln von proinflammatorischen 
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Zytokinen und damit verbunden zu einer sogenannten chronischen „low-grade inflammation“ des 

Körpers (Tilg und Moschen 2006). Im Rahmen von Adipositas finden sich auch unter anderem erhöhte 

Level von WNT5A (Schulte, Müller und Neumann et al. 2012). 

 

1.5. Monozyten/Makrophagen 

Monozyten und Makrophagen zählen zu den Leukozyten und sind somit Teil des Immunsystems. 

Monozyten entstehen aus der gemeinsamen myeloischen Vorläuferzelle. Sie zirkulieren ca. einen Tag 

im Blut, um dann ins Gewebe einzuwandern und dort zu Makrophagen zu differenzieren. 

Makrophagen kommen in jedem Gewebe vor und gelten als die wichtigsten abbauenden Zellen des 

Körpers. Makrophagen sind sowohl am Abbau von überflüssigem Zellmaterial und Pathogenen als auch 

an der zytokingesteuerten Regulation von Immunantworten beteiligt. Außerdem spielen sie eine Rolle 

bei der Wundheilung (Lüllmann-Rauch 2012; Murphy 2018).  

Aufgrund ihrer vielfältigen Aufgaben können Makrophagen je nach umgebendem Milieu einen sehr 

unterschiedlichen Phänotyp annehmen. So können sie sowohl inflammatorische als auch 

antiinflammatorische Qualitäten haben. Dieses Phänomen wird auch als Polarisation bezeichnet. 

Dabei ändern sich auch die Rezeptoren und Marker, die sie exprimieren. Monozyten werden vor allem 

anhand ihrer CD14/CD16-Expression in inflammatorisch, intermediär und patrouillierend eingeteilt 

(Mandl, Schmitz und Weber et al. 2014). Die klassische Einteilung der Makrophagen erfolgt in 

inflammatorische (M1) und anti-inflammatorische (M2). Über die letzten Jahre hat sich jedoch gezeigt, 

dass diese Einteilung zu starr ist, und dass sich beide Zelltypen in einem steten Übergang zwischen den 

Extremen „inflammatorisch“ und „anti-inflammatorisch“ befinden (Murray, Allen und Biswas et al. 

2014).  

Im Rahmen von Arthrose kommt ein zu einer Invasion des Synovia durch Makrophagen. Jedoch konnte 

auch hier eine enorme Heterogenität der Makrophagen und ihrer Phänotypen gezeigt werden (Wood, 

Leckenby und Reynolds et al. 2019).  

1.5.1. CD14 

Der Cluster of differentiation (CD) ist eine internationale Nomenklatur für Oberflächenmoleküle in der 

Plasmamembran. Anhand dieser Nomenklatur lassen sich Zelltypen und Entwicklungsstadien von 

Zellen charakterisieren (Lüllmann-Rauch 2012). Bei CD14 handelt es sich um einen membranösen Co-

Rezeptor für bakterielle Lipopolysaccharide. Er wird auch als Monocyte differentiation antigen CD14 

bezeichnet und wird hauptsächlich von Monozyten und Makrophagen exprimiert (Wright, Ramos und 
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Tobias et al. 1990; Kim, Kim und Eo et al. 2015). CD14 ist ein Glykoprotein mit einer Größe von ca. 

55kDa (Simmons, Tan und Tenen et al. 1989).  

 

 

1.6. WNT-Signalwege 

Die wingless-type MMTV (mouse mammary tumor virus) integration site family members (WNT)- 

Signalwege sind mindestens 650 Millionen Jahre alt, hochkonserviert und finden sich in diversen 

Organismen, von Nematoden bis zu Säugetieren (Teo, Möhrlen und Plickert et al. 2006; Wainwright, 

Scambler und Stanier et al. 1988). Sie sind pleiotrop und an diversen zellulären Prozessen beteiligt. So 

regulieren und modulieren sie Vorgänge wie Zellentwicklung und Proliferation, aber auch Zellformen, 

Differenzierung und Migration (Logan und Nusse 2004; McEwen und Peifer 2000).  

Der Name WNT setzt sich aus zwei Komponenten zusammen. Zum einen steht das „W“ für wingless, 

weil in den 1970er Jahren gezeigt werden konnte, dass ein Fehlen des Gens in Drosophila melanogaster 

zu einer Fehlanlage der Flügel und des Flügelhalteapparates führt und somit zu einer flügellosen Fliege 

(Sharma und Chopra 1976). Die Endung „nt“ stammt von dem in der Maus beschriebenen 

Protoonkogen Int1, welches heute als WNT-1 bezeichnet wird (van Ooyen und Nusse 1984; Nusse und 

Varmus 1982). Frühe Erkenntnisse über die Existenz und Funktion der WNT-Moleküle gehen auf die 

spätere Nobelpreisträgerin Christine Nüsslein-Vollhart zurück, die bereits erkannte, dass Mutationen 

in Signalwegen Auswirkungen auf die Polarität und Segmentanzahl von Drosophila hat (Nüsslein-

Volhard und Wieschaus 1980).  

Im Menschen wurden bisher 19 verschiedene WNT Gene identifiziert (Miller 2002). Die WNT Moleküle 

sind glykolysierte und palmitylierte, cysteinreiche Glykoproteine (Willert, Brown und Danenberg et al. 

2003; Kurayoshi, Yamamoto und Izumi et al. 2007). Sie können sowohl autokrin als auch parakrin 

wirken und haben in diversen Geweben unterschiedlichste Funktionen (Logan und Nusse 2004). So 

besteht eine Beteiligung von WNT-Signalwegen an der Determination von mesenchymalen 

Stammzellen. Es wurde bereits beschrieben, dass WNT-Signale die Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten, Myozyten, Chondrozyten und Präadipozyten 

beeinflussen (Bennett, Longo und Wright et al. 2005; Bilkovski, Schulte und Oberhauser et al. 2010; 

Arango, Szotek und Manganaro et al. 2005; Day, Guo und Garrett-Beal et al. 2005). Es wird außerdem 

eine Beteiligung an der Entstehung von bösartigen Krebserkrankungen (Polakis 2012), an der 

Entstehung von Atherosklerose (Matthijs Blankesteijn und Hermans 2015) und rheumatologischen 

Erkrankungen (Sen und Carson 2002) beschrieben. Auch bei der Entstehung der metabolischen 
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Entzündung im Fettgewebe und somit bei der Entwickelung von Insulin- Resistenz wurde eine 

Beteiligung der WNT-Signalwege beschrieben (Bilkovski, Schulte und Oberhauser et al. 2011). Vor 

allem WNT5A scheint hier eine entscheidende Rolle zu spielen.  

WNT- Moleküle wirken über verschiedene kanonische und nicht-kanonische Signalwege. Der 

kanonische Weg wird auch als „β-Catenin- abhängig“ oder „klassisch“ bezeichnet, aufgrund der 

essenziellen Rolle die β-Catenin in der Kaskade spielt (Moon, Kohn und Ferrari et al. 2004).  

Die nicht-kanonischen Signalwege bezeichnet man auch als β-Catenin-unabhängig. Diese Wege sind 

wesentlich weniger gut erforscht als der klassische WNT-Signalweg. Es sind mindestens zwei 

unterschiedliche Signalwege genauer beschrieben worden, viele andere wurden zumindest teilweise 

identifiziert (Semenov, Habas und Macdonald et al. 2007).  

1.6.1. WNT5A 

Im humanen Genom ist WNT5A auf Chromosom 3 lokalisiert (3p14.3). Das Protein existiert in zwei 

Isoformen, die sich sowohl in ihrer Länge (380 bzw. 365 Aminosäuren), als auch in ihrer Größe (42 bzw. 

40kDa) leicht unterscheiden (Katoh 2005). 

Die Aktivierung von intrazellulären Signalwegen durch WNT5A spielt eine zentrale Rolle bei 

metabolischer Entzündung und metabolischer Dysfunktion. So wurden im Serum von übergewichtigen 

Patienten deutlich erhöhte WNT5A-Werte gemessen, im Vergleich zu normalgewichtigen Kontrollen 

(Schulte, Müller und Neumann et al. 2012). Außerdem fördert WNT5A die Insulinresistenz bei 

Übernutrition (Fuster, Zuriaga und Ngo et al. 2015).  

WNT5A scheint ebenfalls eine Rolle bei rheumatologischen und autoimmunologischen Erkrankungen 

zu spielen. Sen. et al konnten auf RNA Ebene zeigen, dass Patienten mit rheumatoider Arthritis im 

Vergleich zu Patienten mit Arthrose erhöhte WNT- und fz- Level in synovialen Fibroblasten aufweisen 

(Sen, Lauterbach und El-Gabalawy et al. 2000). Bei Patienten mit Psoriasis konnte im Vergleich zu 

Gesunden erhöhte WNT5A-Level gemessen werden (Gerdes, Laudes und Neumann et al. 2014).  

WNT5A kommen wichtige Rollen während der Embryogenese zu. So konnte gezeigt werden, dass 

WNT5A ein zentraler Faktor in der Lungenentwicklung ist. (Li, Xiao und Hormi et al. 2002) Die 

Überexpression von WNT5A führt zu deutlichen Störungen in der embryonalen Entwicklung, speziell 

in Bezug auf die Verknöcherung der Schädelkalotte und der Haut- und Haarentwickelung (van 

Amerongen, Fuerer und Mizutani et al. 2012). WNT5A ist zudem an einer normalen 

Skelettentwickelung vor allem langer Knochen beteiligt und beeinflusst die Chondrozytenentwicklung 

(Yang, Topol und Lee et al. 2003). Des Weiteren scheint WNT5A bei der Entwickelung bestimmter 

Krebsformen eine Rolle zu spielen. Eine Aktivierung des nicht-canonischen Weges durch WNT5A sorgt 
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für eine makrophageninduzierte Invasion von Brustkrebszelllinien (Pukrop, Klemm und Hagemann et 

al. 2006).  

 

1.7. Omega-3-Fettsäuren 

Fettsäuren sind Carbonsäuren. Die Einteilung erfolgt anhand der Kettenlänge und anhand der 

Doppelbindungen. Kurzkettige Fettsäuren haben eine Kettenlängen von weniger als 8 

Kohlenstoffatomen, bei einer Kettenlänge von 8-14 Kohlenstoffatomen spricht man von mittelkettigen 

Fettsäuren und als langkettig gelten Fettsäuren ab einer Kettenlänge von 14 Kohlenstoffatomen. 

Liegen Doppelbindungen in einer solchen Kette vor, besteht noch die Möglichkeit Atome 

aufzunehmen. Deswegen werden Fettsäuren mit Doppelbindungen auch als ungesättigt bezeichnet. 

Die Anzahl der Doppelbindungen wird in der Benennung nach der Kettenlänge aufgeführt (z.B. 

Linolensäure 18:3, bedeutet eine Kettenlänge von 18 Kohlenstoffatomen mit 3 Doppelbindungen). Um 

die Position der Doppelbindung näher zu beschreiben, werden griechische Buchstaben verwendet. So 

bezeichnet das ω mit einer angehängten Ziffer in dieser Nomenklatur die Position der letzten 

Doppelbindung vom Carboxy-Ende der Kette gezählt. Also hat eine ω-3- Fettsäure eine Doppelbindung 

zwischen dem dritt- und viertletzten Kohlenstoffatom der Kette. Die bekanntesten ω-3-Fettsäuren sind 

die Linolensäure, die Eicosapentaensäure (EPA) und die Docosahexaensäure (DHA) (Schartl, Gessler 

und Eckardstein 2009).  

Omega-3-Fettsäuren haben eine Reihe von positiven Effekten auf den Stoffwechsel. So wurde in 

klinischen Studien gezeigt, dass die erhöhte Aufnahme von ω-3-Fettsäuren die Erkrankungsrate und 

den Schweregrad von zum Beispiel Asthma und Herzinfarkt günstig beeinflusst (Schartl, Gessler und 

Eckardstein 2009). Diese positiven Effekte werden vermutlich über eine anti-inflammatorische 

Wirkung der ω-3Fettsäuren erzielt. Es konnte gezeigt werden, dass EPA und DHA die Produktion von 

pro-inflammatorische Zytokinen in Makrophagen runter regulieren können (Mullen, Loscher und 

Roche 2010). 

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Aufnahme von ω-3-Fettsäuren mit einer 

Minderung der Arthrosesymptomatik einher geht. Der genaue Pathomechanismus ist dabei unbekannt 

(Wu, Jain und McNeill et al. 2015). 

Für den Verzehr werden international ca. 100-200mg/Tag empfohlen (Harris 2007) und somit 700-

1400mg/Woche.  
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1.8. GPR40 und GPR120 

Über die letzten Jahrzehnte wurden vier unterschiedliche freie Fettsäurerezeptoren (free fatty acid 

receptors = FFAR) beschrieben. Sie unterscheiden sich vor allem in der Länge der freien Fettsäuren, die 

sie aktivieren. So werden FFAR2 und FFAR3 von kurzkettigen freien Fettsäuren aktiviert, also 

Fettsäuren mit einer Kettenlänge von weniger als sechs Kohlenstoffatomen. FFAR1 und FFAR4 werden 

hingegen von mittel- bis langkettigen freien Fettsäuren aktiviert (Hara, Kashihara und Ichimura et al. 

2014). Bei all diesen Rezeptoren handelt es sich um sieben transmembranöse G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren, deren Liganden erst später als sie selbst beschrieben und erkannt wurden (FFAR1=GPR40, 

FFAR2=GPR43, FFAR3= GPR41, FFAR4=GPR120) (Miyamoto, Hasegawa und Kasubuchi et al. 2016).  

Erstmalig wurde GPR40 1997 als downstream Gen von CD22 beschrieben, was sich auf Chromosom 19 

befindet (Sawzdargo, George und Nguyen et al. 1997). GPR40 wird von diversen Zellen exprimiert, u.a. 

Osteoklasten, Monozyten und auf dem β-Zellen der Pankreas (Cornish, MacGibbon und Lin et al. 2008; 

Tomita, Masuzaki und Noguchi et al. 2005; Briscoe, Tadayyon und Andrews et al. 2003). Auch auf THP1-

Zellen konnte GPR40 nachgewiesen werden (Hirasawa, Itsubo und Sadakane et al. 2008). Es konnte 

gezeigt werden, dass FFAs über den GPR40 Rezeptor auf den β-Zellen zu einer erhöhten Glukose-

induzierten Insulinsekretion führen (Itoh, Kawamata und Harada et al. 2003). Dadurch biete sich GPR40 

als potenzielles Target in der Therapie des Diabetes mellitus Typ II an. Es befinden sich mehrere 

Medikamente, die diesen Mechanismus nutzen in der Entwicklung, für den GPR40-Agonisten 

AS2034178 konnte bereits eine langfristige Verbesserung des Glucosemetabolismus gezeigt werden 

(Tanaka, Yoshida und Oshima et al. 2013). Im Mausmodell konnte gezeigt werde, dass ein Knock-out 

von GPR40 zu einem verstärkten Phenotyp von Arthrose führt und zudem zu einem Anstieg von 

inflammatorischen Markern wie IL-6 und katabolen Enzymen wie MMP-2 und ADAMTS5 (Monfoulet, 

Philippe und Mercier et al. 2015).  

GPR120 wird ebenfalls von verschiedenen Zellen exprimiert, es konnte u.a. auf Adipozyten, Monozyten 

und Makrophagen nachgewiesen werden (Oh, Talukdar und Bae et al. 2010; Gotoh, Hong und Iga et 

al. 2007), aber auch auf Osteoblasten und Osteoklasten (Cornish, MacGibbon und Lin et al. 2008). Eine 

geringe Expression konnte auch auf Myozyten und Hepatozyten detektiert werden (Oh, Talukdar und 

Bae et al. 2010). Es wurde berichtet, dass die Aktivierung von GRP120 zu einer anti-inflammatorischen 

Reaktion führt und ebenfalls zu einer verbesserten Insulinsensitivität (Oh, Talukdar und Bae et al. 

2010). Abbildung 3 zeigt den Effekt einer GPR120 Aktivierung in Makrophagen. Dabei wirken ohne 

GPR120 Aktivierung, LPS (Lipopolysaccharid) und TNFα (Tumornekrosefaktor α) über TLR4 (Toll-like-

Rezeptor 4) und TNFR (Tumornekrosefaktor-Rezeptor) und aktivieren so TAK1. Dadurch kann TAB1 

(Kinase 1 Bindeprotein) an TAK1 binden und gemeinsam aktivieren sie die inflammatorische Kaskade 

über NFκB und JNK (Abb. 2, A)). Erfolgt eine GPR120-Aktivierung durch ω3-Fettsäuren, so kommt es zu 
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einer Bildung von β-arr2 (β-Arrestin 2) intrazellulär an dem Rezeptor und zu einer Internalisierung des 

gesamten Komplexes aus GPR120, Fettsäure und β-arr2. Dieser Komplex bindet dann TAB1 und 

unterdrückt die inflammatorischen Kaskaden (Abb. 2, B) (Talukdar, Olefsky und Osborn 2011).  

 

 

Abbildung 3: Anti-inflammatorischer Mechanismus der GPR120 Aktivierung durch ω3-Fettsäuren: A) Situation ohne GPR120 
Aktivierung, B) Situation mit GPR120 Aktivierung. (Talukdar, Olefsky und Osborn 2011) 

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ein knock-out von GPR120 zu einer schnelleren 

Entwicklung von Arthrose führt (Chen, Zhang und Ho et al. 2018).  

 

1.9. NFκB  

NFκB (nuclear factor ´kappa-light-chain-enhancer´of activated B-cells) ist ein ubiquitär vorkommender 

Transkriptionsfaktor. Er wurde ursprünglich in B-Lymphozyten als Faktor zur Regulierung der leichten 

κ-Kette der Immunglobuline entdeckt. NFκB wird von Zellen vor allem im Rahmen von entzündlichen 

Reaktionen ausgeschüttet (Schartl, Gessler und Eckardstein 2009).  
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1.10. Ziel und Aufbau dieser Arbeit 

Arthrose ist die häufigste degenerative Erkrankung des Skelettsystems der Welt. Sie geht unabhängig 

von der mechanischen Belastung mit verschiedenen inflammatorischen Komponenten und 

metabolischen Auffälligkeiten einher. Das pro-inflammatorische Molekül WNT5A ist in Personen mit 

Adipositas, Psoriasis und Sepsis erhöht (Gerdes, Laudes und Neumann et al. 2014; Schulte, Müller und 

Neumann et al. 2012). Dies sind alles Erkrankungen, die Inflammation mit metabolischen 

Abnormalitäten kombinieren. Ein Zusammenhang zwischen WNT5A und Signalwegalterationen bei 

Arthrose ist für Osteoblasten und Chondrozyten bereits beschrieben (Martineau, Abed und Martel-

Pelletier et al. 2017; Huang, Chubinskaya und Liao et al. 2017).  Eine vollständige pathophysiologische 

Erklärung existiert bisher nicht. Da die zelluläre Entzündungsreaktion im Rahmen der Arthrose vor 

allem von Makrophagen ausgeht, stellt sich die Frage nach Veränderungen von WNT5A in 

Makrophagen oder Monozyten bei Arthrose. Da vor allem für die Synovia bei Arthrose eine 

ausgeprägte Makophageninvasion beschrieben ist (Wood, Leckenby und Reynolds et al. 2019) standen 

im Rahmen dieser Arbeit synoviale Makrophagen im Vordergrund.  

GPR40 und GPR120 zeigen eine anti-inflammatorischen Effekt. Sowohl für GPR120 als auch für GPR40 

ist bereits im Mausmodell der Zusammenhang zwischen knock-out von GPR40/120 und Arthrose 

beschrieben worden (Monfoulet, Philippe und Mercier et al. 2015; Chen, Zhang und Ho et al. 2018). 

Über die genauen Mechanismen dem zugrunde liegen gibt es bisher noch keine eindeutigen 

Erkenntnisse. GPR40 und GPR120 werden durch Omega-3-Fettsäuren aktiviert. Es stellt sich also auch 

die Fragen, ob unterschiedliche Level von Omega-3-Fettsäuren eine Rolle in diesen Stoffwechselwegen 

spielen. Dies ist ein potenzieller Mechanismus, über den Omega-3- Fettsäuren zu einer Besserung von 

Arthrosesymptomatik führen könnten.  

Ziel dieses Projektes war es, die Pathomechanismen der Arthrose vor diesem metabolisch-

inflammatorischen Hintergrund zu untersuchen und in diesem Rahmen auch die Regulation von Wnt5a 

durch GPR40/GPR120 noch intensiver zu erforschen.  

Zu diesem Zweck wurde Synovialmaterial und Blut von n=20 Patienten untersucht. Das 

Synovialmaterial wurde im Rahmen von elektiven orthopädischen Eingriffen entnommen. Die 

Patienten wurden über die Studie entsprechend aufgeklärt. Die Blutentnahme erfolgte zwei bis drei 

Tage nach der Operation im Rahmen des stationären Aufenthaltes. In diesem Zuge wurden die 

Probanden ebenfalls um die Ausfüllung eines Ernährungsfragenbogens gebeten, der Aufschluss über 

die Aufnahme von Omega-3-Fettsäuren geben sollte.  

Aus dem Synovialmaterial wurden Makrophagen isoliert und aus dem Blut Monozyten. Zu Beginn 

dieser Studie wurden zunächst dementsprechende Isolierungsverfahren etabliert.  
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Abbildung 4: Ablauf der Studie 

 

In den isolierten Zellen wurde die Expression von WNT5A und GPR40 jeweils auf Proteinniveau mittels 

Western Blot untersucht. Diese Expressionslevel wurden anschließend in Bezug zu verschiedenen 

klinischen und laborchemischen Parametern gesetzt und außerdem in Zusammenhang mit der mittels 

Fragenbogen erhobenen Omega-3-Fettsäureaufnahme gesetzt. 

Es erfolgte zudem eine Fixierung von Synovialmaterial und eine immunhistochemische Untersuchung. 

Ein Teil der isolierten Zellen wurde kultiviert und mittels Durchflusszytometrie untersucht.  

Im Anschluss an die Untersuchungen im Labor erfolgte eine Analyse der erhobenen Daten sowie 

statistische Untersuchung und Auswertung.  
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2. MATERIAL und METHODEN 

 

2.1. Antikörper 

Tabelle 1: Antikörper 

 Produktnummer Firma 

Primäre Antikörper Western Blot   

CD14 #56082 Cell Signaling Technology 

GPR40 ab211049 Abcam 

GPR40 ab32889  Abcam 

NFκB ab32360  Abcam 

WNT5A  #2530  Cell Signaling Technology 

   

Sekundäre Antikörper Western Blot   

Anti-Goat IgG HRP sc-2354 Santa Cruz Biotechnology 

Anti-Rabbit IgG HRP #7074 Cell Signaling Technology 

   

Antikörper für FACS   

FITC Mouse Anti- Human CD14 555397 BD Bioscience 

FITC Mouse IgG2a Isotype Control 555573 BD Bioscience 

Human BD FC Block 564220 BD Bioscience 

   

Antikörper für ICH   

Anti-CD 14 Antibody ab183322 Abcam 

 

2.2. Verbrauchsmaterial 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Produktname Produktnummer Firma 

Analysesieb 280µm 050.025.222-039 ATECHNIK 

Analysesieb 355µm 050.025.222-042 ATECHNIK 
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Biosphere® Filter Tips 0,1-2,5 µl 70.1130.217 Sarstedt 

Biosphere® Filter Tips 0,1-20 µl  70.1114.215 Sarstedt 

Biosphere® Filter Tips 2-200 µl 70.760.216 Sarstedt 

Biosphere® Filter Tips 100-1000 µl 70.762.211 Sarstedt 

MACS LD Columns 130-042-901 Miltenyi 

MACS MS Columns 130-042-201 Miltenyi 

Polyvinylidenfluorid-Membranen 

(PVDF) 

T830.1 Roth 

Reagiergefäße 1,5 ml 72.690.001 Sarstedt 

Reagiergefäße 2 ml 72.695.500 Sarstedt 

Reagiergefäße 1,5 ml DNA low bind 72.706.700 Sarstedt 

Reagiergefäße 1,5ml Protein low bind 72.704.600 Sarstedt 

Serologische Pipetten 5 ml 86.1253.001 Sarstedt 

Serologische Pipetten 10 ml 86.1254.001 Sarstedt 

Serologische Pipetten 25 ml 86.1685.001 Sarstedt 

WhatmanTM Filter Papier 1003-917 GE Healthcare 

Zentrifugenröhrchen 15 ml 62.554.020 Sarstedt 

Zentrifugenröhrchen 50 ml 62.559.001 Sarstedt 

 

 

2.3. Chemikalien 

Tabelle 3: Chemikalien 

Produktname Produktnummer Firma 

2-Propanol 1.09634.2500 Merck 

4 x Laemmli Sample Puffer 161-0737 Bio Rad 

6-Aminocapronsäure A2504 Sigma  

β-Mercaptoethanol BCBF9538V Sigma 

40 % Acrylamid-, Bisacrylamid-

Stammlösung in einem Verhältnis 

von 5:1 

T802.1 Roth 
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Albumin bovine Fraction V (BSA) 11930.03 Serva 

Ammonium chlorid K298.1 Carl Roth  

 

Ammoniumpersulfat (APS) 10% 9592.3 Roth 

Collagenase IV 17104-019 Life Technologies 

CD14 MicroBeads, human 130-050-201 Miltenyi Biotec 

EDTA 607-429-008  Merck 

Ethanol p.a. >99,5% 5054.1 Carl Roth 

Fetal calf serum (FSC) S0115 Biochrom GmbH 

Ficoll-PlaqueTM PLUS 17-1440-02 GE Healthcare 

Glycin 3908.2 Roth 

Hämalaun T865.1 Roth 

Hank´s balanced salt solution 14025092 Thermo Fischer 

Kaliumchlorid 1.04936.0500  Merck 

Kaliumhydrogencarbonat P748.1 Roth 

L-Glutamine M11-004 PAA Laboratories 

Lipopolysaccharide (LPS) L6529 Sigma Aldrich 

Methanol 4627.2 Roth 

Milkpowder blotting grade T145.2 Roth 

Natriumchlorid 3957.1 Roth 

Natriumchlorid (NaCl, 0,9%) – 

isotonisch 

10209126 Berlin-Chemie AG 

Penicillin/Streptomycin (P/S) L0022-100 Biowest 

Phosphatgepufferte Salzlösung 

(PBS) mit Ca2+ und Mg2+ 

14040-091 Life technologies 

Phosphatgepufferte Salzlösung 

(PBS) ohne Ca2+ und Mg2+ 

L0615-500 Biowest 

Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)  

P1585 Sigma-Aldrich 

PhosStop 04906845001  Roche Diagnostics 
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Ponceau-S Staining Solution 59803S Cell Signaling 

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) P8340 Sigma-Aldrich 

RestoreTM PLUS Western Blot 

Stripping Buffer 

46430 Thermo Scientific 

Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640 Medium 

31870-025 Gibco 

Salzsäure (HCl) 25% 1.00316.1000 Merck 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) 04051.1 Biomol 

SuperSignalTM West Femto, 

Maximum Sensitivity Substrate 

34094 Thermo Scientific 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2367.3 Roth 

Tris Base 4855.2 Roth 

Tris HCl T3253 Sigma Life Science 

Trypan Blue Stain (0,4%) 15250-061 Life Technologies 

Trypsin EDTA R-001-100 Life Technologies 

Tween® 20 P2287 Sigma  

Wasser Rotisolv HPLC A511.1 Roth 

WesternSureTM Pen 926-91000 LI-COR 

Western Sure Prestained 

Chemieluminescent Protein Ladder 

926-98000 LI-COR 

 

 

 

 

2.4. Angesetzte Puffer und Lösungen 

Tabelle 4: Angesetzte Puffer und Lösungen 

Puffer & Lösungen Zusammensetzung 

Acrylamid 30 % 75 ml 40 % ige Acrylamid-, Bisacrylamid-Lösung 

25 ml dH2O 

Blockierungspuffer 

(5%ige Milchpulverlösung) 

5 g Milchpulver 

95 ml TBS/T  

Ethanol (70%) 30 ml HPLC-Wasser 
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70 ml Ethanol p.a.  

FACS-Puffer 2,5g BSA 

2ml 0.5M EDTA 

Ad 500ml PBS ohne Ca2+ und Mg2+ 

Ladepuffer  90 µL 4x Laemmli Sample Puffer  

10 µL 2-Mercaptoethanol 

MACS-Puffer 2mM EDTA 

2,5g BSA 0,5% 

498ml PBS 

Red Cell Lysis buffer 100µl 0.5M EDTA 

4,11g NH4Cl 

0,5g KHCO3 

Ad 500ml dH2O 

10 x SDS Laufpuffer 60,4 g Tris Base  

288 g Glycin  

20 g SDS  

mit dH₂O auf 2000 ml auffüllen 

1 x SDS Laufpuffer 100 ml 10 x SDS  

mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen 

10 x Trisgepufferte Salzlösung 

(TBS) 

140 g NaCl 

4 g KCl 

60 g Tris Base 

pH 7,4 mit HCl einstellen 

mit dH₂O auf 2000 ml auffüllen 

1 x Trisgepufferte Salzlösung 

mit Tween® 20 (TBS/T) 

100 ml 10 x TBS 

1 ml Tween® 20 

mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen  

Transfer Puffer 1 36,34gTrisBase  

200 ml Methanol mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen 

Transfer Puffer 2 3,03 g Tris Base  

200 ml Methanol  

mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen 

Transfer Puffer 3 3,03 g Tris Base  

200 ml Methanol 
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5g Aminocapronsäure 

mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen 

Tris HCl (1.88 M) 22,71 g Tris HCL  

70 ml dH₂O  

25% HCl hinzugeben, bis der pH bei 8,8 ist. 

Mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen 

Tris HCl (0.625 M) 7,57 g Tris HCL  

70 ml dH₂O  

25% HCl hinzugeben, bis der pH bei 6,8 ist. 

mit dH₂O auf 1000 ml auffüllen 

Trenngel (1 Gel) 2 ml dH₂O  

0,7 ml SDS (1%) 

1,4 ml Tris HCl (1,88 M) 

2,9 ml Acrylamid (30%) 

35 µl APS 

6 µl TEMED  

Sammelgel (1 Gel) 1,1 ml dH₂O 

0,2 ml SDS (1%) 

0,4 ml Tris HCl (0,625 M) 

0,3 µl Acrylamid (30%) 

10 µl APS  

2 µl TEMED 

 

2.5. Kommerzielle Kits 

Tabelle 5: Kommerzielle Kits 

Kit Produktnummer Firma 

All Prep® RNA/Protein Kit  80404 QIAGEN 

VECTOR® Elite® ABC HRP Kit 

(Peroxidase, Rabbit IgG) 

PK-6101 VECTOR Laboratories 
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2.6. Geräte und Werkzeuge 

Tabelle 6: Geräte und Werkzeuge 

Gerät Firma 

Blotting Kammer Fastblot Semi-Dry 014-200, biometra 

ChemiDoc TM XRS+ 721BR07558, Bio-Rad 

FACS Verse BD 

Glaspipetten 567/2, Hecht-Assistent 

Halteapparatur für die Gele 165-8001, Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad 

Inkubator HERA cell 150 ThermoElectron Corporation 

Kamm 165-8001, Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad 

Lyophilisator Alpha 2-4 

LSCplus 

Christ 

Magnetrührer 519520, IKAMAG RCT, Polzin Laborbedarf 

MACS Multistand 130-042-303, Miltenyi Biotec 

MiniMACS Separator 130-042-102, Miltenyi Biotec 

MidiMACS Separator 130-042-302, Miltenyi Biotec 

Mikropipetten Research, Plus Eppendorf 

Mikroskop AE31, Motic 

NanoDrop One Thermo Scientific 

Pipettierhilfe Pipetboy Akku, Integra Biosciences 

Schüttler 535112, PMR-30, Grant-bio 

Thermoschüttler 846-051-600, ThermoShaker TSC, Biometra 

Tischzentrifuge T464.1, Rotilabo®-mini-centrifuge, Roth 

Schüttler SI-0256, Vortex-Genie 2, Scientific Industries 

Sterilbank HERASafe  ThermoElectron Corporation 

Stromquelle Standard Power Pack P25, Biometra 

Wasserbad 14 Liter / 1003, Gesellschaft für Labortechnik 

Zentrifuge Hareaus® Multifuge®, Thermo Electron Corporation 
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Zentrifugen Rotor 75002000, TTH-400 Swinging Bucket Rotor, Thermo Fisher 

Scientific 

 

2.7. Computerprogramme 

Tabelle 7: Computerprogramme 

Programm Nutzung 

Citavi Zitationen 

EBISPro 2017 Auswertung Ernährungsfragebogen 

Image Lab Auswertung Western Blot 

R Statistische Analysen 

 

2.8. Patientenrekrutierung 

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte über die Klinik für Unfallchirurgie und Orthopädie des UKSH 

Kiel. Es handelte sich um Patienten mit Gon- oder Coxarthrose, die sich einem elektiven 

orthopädischen Eingriff unterzogen (Knie- oder Hüfttotalendoprothese). Die Patienten wurden 

präoperativ über die Studie aufgeklärt und willigten schriftlich ein. Die Rekrutierung der Patienten 

erfolgte nach positivem Ethikvotum und mit bewilligtem Ethikantrag. Es wurden nur voll 

einwilligungsfähige Patienten eingeschlossen. 

Ausschlusskriterien für diese Probandengruppe waren infektiöse Erkrankungen, schwere Nieren- oder 

Leberfunktionsstörungen, Schwangerschaft- oder Stillzeit und Drogen- oder Alkoholabusus.  

Am ersten oder zweiten Tag postoperativ erfolgte eine Blutentnahme für die Monozytenisolation im 

Rahmen einer postoperativen Routineblutentnahme. Andere klinische Parameter und Blutwerte 

wurden im Rahmen der Routineanamnese und Routineblutentnahme erhoben. Die laborchemischen 

Werte (CRP, Natrium, Kalium, Kreatinin) sowie die Leukozyten wurden durch das Zentrallabor des 

UKSH Kiel bestimmt.   

Insgesamt erfolgte die Rekrutierung von 30 Probanden, wovon n=20 in die Studie eingeschlossen und 

die Makrophagen auf Proteinebene analysiert wurden. Die anderen Proben wurden für die Etablierung 

der Methodik, sowie für Kultivierung und Paraffineinbettung verwendet.  
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2.9. Ernährungsfragebogen 

Um einen Eindruck von der wöchentlichen Aufnahme an Omega-3-Fettsäuren zu gewinnen, wurde ein 

speziell auf Omega-3-Fettsäuren zugeschnittener Ernährungsfragebogen entwickelt. Dabei wurde als 

Grundgerüst der EPIC Potsdam Ernährungsfragebogen verwendet (Nöthlings, Hoffmann und 

Bergmann et al. 2007), dieser wurde jedoch reduziert und vor allem Nahrungsmittel mit Omega-3-

Fettsäuregehalt abgefragt. Die Ermittlung der relevanten Nahrungsmittel erfolgte mithilfe der GU 

Nährwerttabelle (Elmadfa, Muskat und Fritzsche 2019). Der Fragebogen wurde den Patienten im 

Rahmen ihres Klinikaufenthaltes für die Operation zum Ausfüllen gegeben. 

Die Auswertung des Ernährungsfragebogens erfolgte mit dem Programm EBISpro2017.   

 

2.10. Makrophagenisolation 

Es gab in unserer Arbeitsgruppe kein existierendes Protokoll für die Makrophagenisolation aus 

Synovialgewebe. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neues Protokoll etabliert. Das Verfahren 

wurde vor allem unter Berücksichtigung der Arbeiten von Almos et al. und Bondeson et al. von 2006 

entwickelt und orientiert sich an deren Methodik zur Isolation von primären humanen Makrophagen. 

Für unser Verfahren wurde sowohl die Zerkleinerungsmethode und das Siebverfahren als auch die 

Konzentration der Collagenase und des Calciums optimiert.  

Dabei wurde das Synovialmaterial zunächst mechanisch zerkleinert und dann ein Collagenaseverdau 

im Thermoschüttler durchgeführt. Durch den Collagenaseverdau wurde die extrazelluläre Matrix 

zerlegt werden. Die Zellen des Synovialsgewebes wurden durch ein Siebverfahren von dem Rest 

getrennt. Anschließend erfolgte eine Selektion der CD14 positiven Zellen mit magnetischem 

CellSorting. 

Verfahren 

Das Synovialmaterial wurde während der Operationen gewonnen und intraoperativ in 20ml PDMS 

gelagert. Danach wurde es mit geringstmöglichem Zeitversatz zur Bearbeitung ins Labor transportiert. 

Das Material wurde mit einer scharfen Schere zerkleinert (Amos, Lauder und Evans et al. 2006). Das 

Gewebe wurde in Falcons überführt und in 5ml Hanks`s balanced salt solution (HBSS) suspendiert. 

Dieser Suspension wurden 10µl Collagenase IV Stocklösung zugegeben. Dies entspricht 200 U/ml. 

Zusätzlich wurde für einen effektiveren Verdau 3mM CaCl2 hinzugefügt. CaCl2 bewirkt eine Aktivierung 

der Collagenase. Das zerkleinerte Material im Collagenasegemisch wurden für zwei Stunden im 

Schüttelinkubator bei 37°C und 55rpm verdaut (Amos, Lauder und Evans et al. 2006). Nach dem Verdau 
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wurde die Zellsuspension zunächst durch ein 250µm Sieb und anschließend durch ein 100µm Sieb 

gegeben (Bondeson, Wainwright und Lauder et al. 2006). Die gefilterte Zellsuspension wurde bei 300g 

für 10 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschließend zum Waschen in 10ml HBSS 

resuspendiert und erneut bei 300g für 10 Minuten zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde zweimal 

durchgeführt (Bondeson, Wainwright und Lauder et al. 2006). Anschließend wurde das Zellpellet in 

10ml 0,9%iger NaCl-Lösung resuspendiert und die Zellzahl wurde mittels Trypanblaufärbung und 

Neubauerzählkammer bestimmt. Hierzu wurden 90µl Trypanblau mit 10µl der Zell-Suspension 

gemischt. Von diesem Gemisch wurden erneut 10µl angenommen und in die Neubauerzählkammer 

gegeben. Die Zellzahl in der Zählkammer wurde anschließend unter dem Mikroskop ausgezählt.  

 

 

2.11. Blutmonozytenisolation 

Blut ist eine Mischung aus zellulären und extrazellulären Bestandteilen, die über unterschiedliche 

Dichten verfügen. Mit einem geeigneten Trennmedium kann man mittels 

Dichtegradientenzentrifugation die Lymphozyten von den restlichen Blutbestandteilen trennen. Hier 

wurde Ficoll-Medium als Trennmedium genutzt, welches extra für die Blutzentrifugation entwickelt 

wurde. Die Grundlage von Ficoll-Trennmedium bildet ein hydrophiles Zuckerpolymer aus Saccharose 

(Bøyum 1976; Schmitz 2018).  

 

Abbildung 5: Ablaufschema für die Isolierung von Lymphozyten (Schmitz 2018) 

 

Verfahren 

Die Isolation der Monozyten erfolgte mit Ficoll Separationsmedium. Hierfür wurden jeweils 15ml 

Separationsmedium auf zwei 50ml Falcons verteilt. Das abgenommene EDTA-Blut (ca. 30ml) wurde 

ebenfalls auf zwei 50ml Falcons verteilt, 1:1 mit NaCl 0,9% verdünnt und invertiert. Das Gemisch wurde 
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nun mit einer 25ml Pipette auf das Separationsmedium gegeben, hierbei wurde sehr vorsichtig 

vorgegangen, um die Schichten nicht zu vermischen. Die Falcons mit dem Separationsmedium und 

dem Blut wurden für 35 Minuten bei 400xg ohne Bremse zentrifugiert. Anschließend wies das Gemisch 

eine deutliche Schichtung auf. Das Plasma wurde bis kurz vor der Interphase abgenommen und 

verworfen. Der Lymphozytenringe wurde vorsichtig mit einer 3,5ml Transferpipette abgenommen und 

in ein Falconröhrchen überführt. Dieses wurde mit NaCl 0,9% auf 10ml aufgefüllt und resuspendiert. 

Die Zellsuspension wurde dann 10 Minuten bei 300xg zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und das Zellpellet in 10ml NaCl 0,9% resuspendiert. Daraufhin wurde zweimalig die Suspension 12 

Minuten bei 200xg zentrifugiert und dann in 10ml NaCl 0,9% resuspendiert. Anschließend wurde die 

Zellzahl mittels Neubauerzellkammer bestimmt. Gleichzeitig erfolgte eine Trypanblaufärbung um die 

Vitalität der Zellen sicher zu stellen (Schmitz 2018).  

 

2.12. Magnetic activated cell sorting (MACS) 

Magnetic activated cell sorting oder auch nur magnetic cell sorting ist eine Untersuchungsmethode zur 

Sortierung von Zellen anhand von Oberflächenmarkern. Hierbei werden Antikörper, die mit 

magnetische Micropartikeln gekoppelt sind und Zellen gebunden. Die so magnetisch “markierten” 

Zellen werden in Suspension über magnetische Säulen laufen gelassen und bleiben daran hängen. 

Dadurch ergibt sich eine Selektion und Sortierung. Das Verfahren beeinflusst die optischen Qualitäten 

der Zellen nicht, so dass gegebenenfalls im Nachhinein noch eine Durchflusszytometrie durchgeführt 

werden kann (Miltenyi, Müller und Weichel et al. 1990). 

Verfahren 

Um die Makrophagen/Monozyten aus dem Zellgemisch heraus zu trennen, wurde ein magnetic 

activated cell sorting (MACS) durchgeführt, und eine CD14 positive Population isoliert. Hierzu wurden 

die Materialien der Firma Miltenyi verwendet und nach den entsprechenden Protokollen gearbeitet. 

Je nach Anzahl der Zellen in der Probe wurden unterschiedliche Trennsäulen benutzt 

Das Zellgemisch wurde in 80µl MACS-Puffer /10^7 Zellen resuspendiert und dann 20µl/10^7 Zellen 

CD14 MicroBeads hinzugefügt. Nach anschließendem Mischen wurden die Zellen 15 Minuten bei 8°C 

im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein einmaliges Waschen mit 1-2ml MACS-Puffer /10^7Zellen und 

Zentrifugation bei 300xg 10 Minuten. Der Überstand wurde verworfen und anschließend die Zellen für 

die MS Column in 500µl MACS-Puffer resuspendiert (LD Column entsprechend 3ml). Der MACS 

Separator wurde an den MultiStand angebracht und anschließend die entsprechende Trennsäule 

befestigt. Diese wurde mit MACS-Puffer equilibriert. Daraufhin konnte die Zellsuspension auf die 
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Trennsäule gegeben werden. Die nicht markierten Zellen flossen ungehindert durch die Trennsäule 

und wurden aufgefangen. Es wurde dreimalig 500µl MACS-Puffer auf die Trennsäule gegeben, um zu 

waschen. Anschließend wurde der Durchfluss bis zu diesem Punkt verworfen. Es wurden 1ml MACS-

Puffer auf die Trennsäule gegeben, direkt mit einem Stempel (Teil der Trennsäule) durch die Säule 

gedrückt und dieser Durchfluss dann aufgefangen. Hierin befanden sich die CD14 markierten Zellen. 

Diese Zellsuspension wurde daraufhin für 12 Minuten bei 200xg zentrifugiert, der Überstand 

verworfen und das Zellpellet in 200 µl Lysepuffer resuspendiert. Nun wurde entweder direkt im 

Anschluss die RNA-/Proteinaufreinigung durchgeführt oder die Proben zwischenzeitlich bei -80°C 

gelagert.  

 

2.13. Durchflusszytometrie (FACS) 

Um zu bestätigen, dass es sich um eine Monozytenpopulation handelt, wurde eine 

Durchflusszytometrie durchgeführt. Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren zur 

Charakterisierung von Zellen, welches auf den lichtbrechenden und lichtstreuenden Eigenschaften von 

Zellen/Partikeln beruht. Dabei kann Größe, Granularität oder Färbung untersucht werden, sowie 

diverse Funktionsuntersuchungen. Man kann das Verfahren auch nutzen, um die Zellpopulationen zu 

sortieren. Es wird nach der englischen Bezeichnung auch als fluorescence activated cell sorting (FACS) 

bezeichnet (Valet 2003).  

Die Durchflusszytometrie funktioniert folgendermaßen: Eine bestimmte Zellpopulation wird mit einem 

Puffer in Suspension gebracht. Ihr wird gegebenenfalls noch ein Antikörper, an den ein 

fluoreszierender Farbstoff gekoppelt ist, beigefügt. Diese Zellsuspension wird nun von dem Gerät zur 

Durchflusszytometrie angesaugt und läuft in einem Basisfluss des Gerätes mit. Dieser Fluss läuft dann 

an einer monochromen Lichtquelle vorbei. Am Treffpunkt von Licht und Zelle werden nun die 

Vorwärtsstreuung, die seitliche Streuung und die Wellenlänge des emeritierten Lichts gemessen 

(Tárnok, Rothe und Sack 2009).  
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Abbildung 6: Funktionsprinzip Durchflusszytometrie (Tárnok, Rothe und Sack 2009) 

Da in der Arbeitsgruppe noch kein Protokoll für die Durchflusszytometrie von Monozyten oder 

Makrophagen existierte, wurde zunächst eine Färbeprotokoll mit THP1-Zellen etabliert, und dieses dann 

auf die primären Zellen übertragen. Wir entschieden uns erneut für CD14 als Marker, da dieser ubiquitär 

auf sowohl Monozyten als auch Makrophagen vertreten ist und sich als Membranmolekül gut anfärben 

lässt. 

Verfahren 

Die nach der MACS-Isolation bestehende Zellsuspension wurde 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. 

Das entstandene Pellet wurde mit 10ml Medium gemischt und anschließend die Zellen gezählt und in 

Aliquots à 106 Zellen aufgeteilt. Die Aliquots wurden wiederum für 10 Minuten bei 300xg zentrifugiert 

und anschließend in PBS/BSA Puffer resuspendiert. Sodann wurde der FC-Block dazu gegeben und bei 

Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert. Nach 10 Minuten wurden der CD14 Antikörper (1:10) sowie 

eine Isotypenkontrolle (1:10) jeweils in eins der Aliquots gegeben, die Proben jeweils durch Pipettieren 

gemischt und anschließend für 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 

Die Verdünnung von Antikörper und Isotypenkotrolle und Inkubationszeiten wurden vor dem 

endgültigen Versuch durch Vorversuche etabliert.  

Nach der Inkubation erfolgten 3 Waschschritte mit PBS/BSA Puffer und anschließend wurden die nun 

gefärbten Zellen in MACS-Puffer resuspendiert. Dann erfolgte die Messung mit dem 

Durchflusszytometriegerät.  
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2.14. Histologische Aufarbeitung 

Die histologische Aufarbeitung dient dem Festhalten eines möglichst naturgetreuen Zustandes. Bei der 

Formalinfixierung handelt sich um eine chemische Fixierung, bei der das Material sofort nach der 

Gewinnung in Formalin (4-10% Formaldehyd in isotoner Kochsalzlösung) platziert wird. Dies führt zu 

einer Vernetzung und leichten Denaturierung der Proteine. Der fixierte Gewebeblock wird nun zur 

besseren Handhabung in Paraffin gebettet. Dazu muss zuvor dem Gewebe das Wasser entzogen 

werden. Dies erfolgt über eine aufsteigende Ethanol Reihe von 50-100% und danach wird Ethanol 

durch Xylol als Intermedium ersetzt. Anschließend wird das Gewebe in flüssigem Paraffin getränkt und 

dieses auskühlen gelassen, sodass es aushärtet. Der nun eingebettete Gewebeblock kann jetzt in 

dünne Schnitte geschnitten werden (ca. 7µm) (Lüllmann-Rauch 2012). 

Verfahren 

Zusätzlich zu den Proben für die Proteinisolation wurde Synovialmaterial von fünf Patienten direkt 

nach Entnahme in Formalin fixiert, entwässert und in Paraffin eingebettet. Dies erfolgte im Institut für 

Pathologie des UKSH Kiel.  

Anschließend wurden die Proben am Handmikrotom in ca. 7µm dicke Schnitte geschnitten. Dafür muss 

das Gewebe optimal gekühlt sein. Die Blöcke wurden deswegen auf einer Kühlplatte (-20°C) platziert 

und dann kalt geschnitten. Die Schnitte wurden zunächst in einem Kaltwasserbad aufgefangen (20°C) 

und danach in ein Heißwasserbad übertragen, aus welchem sie dann mit einem Objektträger gefischt 

werden konnten. Das Erwärmen dient dazu, dass die Schnitte sich glattziehen und gerade auf dem 

Objektträger zu liegen kommen. Die Schnitte wurden anschließend über Nacht bei 37°C getrocknet 

und konnten so weiterverwendet werden.  

 

2.15. Immunhistochemie 

Bei der Immunhistochemie werden Strukturen, wie zum Beispiel bestimmte Proteine in fixiertem 

Gewebe, mithilfe von Antikörpern sichtbar gemacht. Dabei bindet ein primärer Antikörper an das 

nachzuweisende Epitop. In diesem Fall war dieses Epitop CD14. Anschließend wird ein sekundärer 

Antikörper hinzugegeben, der sich gegen die Spezies des primären Antikörpers richtet. An den 

sekundären Antikörper ist eine Horseradisch-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Die HRP wird durch die 

Bindung der beiden Antikörper aktiviert und setzt nun Wasserstoffperoxid um. Gibt man nun einen 

Indikator dazu, in unserem Fall DAB (Diaminobenzidin-Tetrahydochlorid), so wird dieses durch das 

umgesetzte H2O2 oxidiert. In unmittelbarer Nähe des Antigens bildet sich dadurch ein unlösliches 

braunes Präzipitat, welches sich anschließend optisch erfassen lässt (Schmitz 2018).  
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Verfahren 

Um das Vorhandensein von Makrophagen im Synovialgewebe nachzuweisen, erfolgte eine 

immunhistochemische Färbung der Schnitte auf CD14. Die Färbung erfolgte in Zusammenarbeit mit 

Maren Reffelmann von der AG Rosenstiehl im Institut für klinische Molekularbiologie (IKMB). Es wurde 

das Kit der Firma Vector genutzt und nach deren Protokoll gearbeitet.  

Dabei wurde das Gewebe zunächst entparaffiniert. Dafür wurde zunächst Xylolersatz und dann eine 

absteigende Ethanolreihe verwendet. Nacheinander wurden die Schnitte jeweils 3x60 Sekunden in 

100%iges Ethanol getaucht, dann 2x60 Sekunden in 96%iges Ethanol, dann 1x60 Sekunden in 70%iges 

Ethanol. Anschließend erfolgte ein Waschschritt, bei dem die Schnitte 3x4 Minuten in PBS gewaschen 

wurden. Sodann wurde Citratpuffer in einem Dampfdrucktopf zum Kochen gebracht und die Schnitte 

im Ständer 3 Minuten lang erhitzt. Es folgte wieder ein Waschschritt mit 3x4 Minuten PBS. Dann 

wurden die Schnitte für 10 Minuten in 3 % H2O2 geblockt, um endogene Peroxidase zu eliminieren. 

Wieder wurde 3x4 Minuten in PBS gewaschen. Dann wurden die Schnitte in die Feuchtekammer gelegt 

und 10 Minuten mit Blocking-Reagenz geblockt. Sie wurden auf Papier abgeklopft und kurz mit PBS 

gespült und dann wieder in die Feuchtekammer gestellt. Anschließend wurde der primäre Antikörper 

in einer Konzentration von 1:100 auf die Schnitte gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am 

nächsten Tag wurden die Schnitte zunächst 3x4 Minuten in PBS gewaschen und anschließend 45 

Minuten bei Raumtemperatur mit dem biotyniliertem sekundären Antikörper (anti- Rabbit) inkubiert. 

Danach wurden sie erneut 3x4 Minuten in PBS gewaschen und dann 45 Minuten bei Raumtemperatur 

mit ABC Reagenz aus dem Kit inkubiert. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS und dann die 

Inkubation der Schnitte in DAB bis ein Farbumschlag zu sehen war. Dann wurden die Schnitte kurz in 

dH2O gewaschen. Danach folgte die Gegenfärbung mit Hämalaun. Dafür wurden die Schnitte für 1 

Minute in Hämalaun getaucht, für 5 Minuten mit Leitungswasser gewaschen („bläuen“) und auf Papier 

abgeklopft.  

Nach der Färbung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert. Dafür wurden 

sie zunächst 2 Minuten in 70%iges Ethanol getaucht, dann 3x2 Minuten in 96%iges Ethanol und dann 

2x2 Minuten in 100%iges Ethanol. Anschließend wurden sie 3x2 Minuten in Xylolersatz getaucht und 

dann auf Papier abgeklopft. Nun erfolgte das Eindecken. Dafür wurden jeweils 2 Tropfen 

Eindeckmedium auf einen Schnitt gegeben und anschließend ein Deckglas darauf platziert. Nun 

mussten die Schnitte noch 30 Minuten trocken und danach konnte mikroskopiert werden.  
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2.16. RNA- und Protein Aufreinigung 

Die RNA- und Proteinisolation erfolgte mittels des All®Prep RNA/Protein-Kit von Qiagen nach dem 

dazugehörigen Protokoll.  

Für die RNA- Isolation wurde das Lysat der Proben auf die lila Säule (AllPrep spin colomn) pipettiert. 

Die Säule wurde sodann 1 Minute bei 8000g zentrifugiert. In der Säule befand sich nun gebundene 

RNA und im Durchfluss der Säule das Protein. Das Protein wurde auf Eis gelagert oder direkt im Rahmen 

der Proteinisolation weiter behandelt. Auf die lila Säule wurde nun 350µl RLT-Puffer gegeben und die 

Säule erneut für 1 Minute bei 8000g zentrifugiert. Die Säule wurde anschließend verworfen und mit 

dem Durchfluss, der nun die RNA enthielt, weitergearbeitet. Es wurden 350µl Ethanol zum Durchfluss 

dazugegeben und durch Pipettieren gemischt. Die Probe wurde in eine pinke Säule gegeben (RNeasy 

spin column), diese verschlossen und in einem 2ml collection tube gestellt. Es erfolgte die 

Zentrifugation bei 8000g für 1 Minuten. Der Durchfluss wurde verworfen, jedoch die Säule 

weiterverwendet. Im nächsten Schritt wurde 700µl RW1-Puffer auf die pinke Säule gegeben, der 

Deckel geschlossen und die Säule bei 8000g 1 Minute lang zentrifugiert. Dann wurde 500µl RPE-Puffer 

auf die Säule gegeben. Hierbei ist zu beachten, dass man zu dem im Kit gestellten RPE noch Ethanol 

hinzufügen muss. Die Säule wurde erneut für 1 Minute bei 8000g zentrifugiert. Anschließend wurden 

die Schritte mit RPE-Puffer und Zentrifugation wiederholt. Danach wurde die pinke Säule 1 Minute bei 

schnellstmöglicher Geschwindigkeit zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die pinke Säule wurde 

in ein sauberes 1,5ml collection tube platziert und 50µl RNase-freies Wasser auf die pinke Säule 

pipettiert. Die Säule wurde 1 Minute bei 8000g zentrifugiert. Der nun im collection tube befindliche 

Durchfluss enthielt die RNA. Die RNA-Menge wurde mit Hilfe des NanoDrops bestimmt und die Proben 

anschließend bei -80°C gelagert. 

Für die Proteininsolation wurde die grüne Säule (Protein Cleanup Spin column) in ein collection tube 

gestellt und vorsichtig gevortext. Die obere Kappe wurde durch eine Viertel-Drehung gelöst, der 

Bodenverschluss abgeknickt und die Säule in einem 2ml collection tube platziert. Dies wurde 

anschließend 3 Minuten bei 2800 rpm zentrifugiert. Dann wurde 500µl PBS als Equilibrierungspuffer 

auf die Säule gegeben und erneut 3 Minuten bei 2800 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde die grüne 

Säule in einem sauberen collection tube platziert. Der Deckel wurde vollständig abgeschraubt. Der 

Durchfluss aus dem ersten Schritt der RNA- Aufreinigung mit enthaltenem Protein wurde langsam und 

vorsichtig in die Mitte des Gel-Bettes der grünen Säule pipettiert und die Säule anschließend wieder 

mit dem Deckel verschlossen. Die Säule wurde nun für 3 Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert. Dann 

wurde die grüne Säule aus dem collection tube entfernt. Der nun im collection tube vorhandene 

Durchfluss enthielt das Protein. Dem wurde 2µl PIC (Protease Inhibitor cocktail) hinzugefügt. 

Anschließend wurde die Proteinmenge ermittelt. 
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2.17. Proteinmessung 

Die Proteinkonzentrationen wurden mittels NanoDrop®, einem Vis-UV-Spektralphotometer bestimmt. 

Dabei misst man die Proteinkonzentration über die Extinktion bei 280nm Wellenlänge (Rehm und 

Letzel 2016). Die Konzentration misst man, um die Probenmengen zu berechnen, die man für die SDS-

Page-Gelelektrophorese benötigt.  

Bei mehreren Proben fiel im Rahmen der Proteinkonzentrationsbestimmung auf, dass die 

Proteinkonzentrationen nicht ausreichend für eine SDS-Page-Gelelektrophorese waren. Wir 

entschieden uns deswegen für eine Gefriertrocknung zur Aufkonzentrierung.  

2.18. Lyophilisation 

Um die gewünschte Proteinkonzentration zu erreichen, wurde eine Gefriertrocknung oder auch 

Lyophilisation durchgeführt. Dabei wird durch Sublimation das Wasser aus der Proteinlösung entfernt. 

Dies geschieht im Vakuum. Da bei höherer Osmolarität eine Gefriertrocknung nicht möglich ist, wurde 

zuvor ein Entsalzungsverfahren durchgeführt (Rehm und Letzel 2016).  

Verfahren 

Für die Entsalzung wurden Zeba Spin Columns genutzt und nach Firmenprotokoll verwendet. Dafür 

wurde zunächst der Bodenverschluss der Säule abgeknickt und der Deckel durch eine ¼ Drehung 

gelöst. Die Säule wurde in ein 1,5ml Reagiergefäß platziert, 1 Minute bei 1500xg zentrifugiert und der 

Durchfluss verworfen. Anschließend wurde die Säule in einem sauberen Reagiergefäß platziert. Es 

wurden 300µl destilliertes Wasser auf die Mitte der Säule pipettiert und die Säule dann 1 Minute bei 

1500xg zentrifugiert. Diese Schritte wurden 8-9-mal wiederholt. Dabei ist zu beachten, dass die Säule 

die ganze Zeit möglichst in der gleichen Position bleibt. Daraufhin wurde langsam das Probenmaterial 

in die Mitte der Säule pipettiert und die Säule 2 Minuten bei 1500xg zentrifugiert. Die Säule konnte 

anschließend verworfen werden und das entsalzte Proteingemisch befand sich im Durchfluss.  

Die Lyophilisation oder Gefriertrocknung wurde mit Hilfe der AG Reiss aus der Dermatologie des UKSH 

Kiel durchgeführt. Hierfür wurden die Proben auf Eis in das Labor gebracht. Vor Ort wurde auf jedem 

Reagiergefäß ein dünnes Papiertuch und ein Deckel mit Löchern platziert und die Proben auf der auf -

80°C gekühlten Kühlplatte in das Gerät gestellt. Die Gefriertrocknung beanspruchte ca. 8 Stunden.  

Die Proteinmischung, die nach der Gefriertrocknung nun in pulvriger Form vorlag, wurde anschließend 

in 200ml APL-Puffer resuspendiert und erneut die Proteinkonzentration bestimmt. Hierbei zeigten sich 

für alle Proben adäquate Proteinkonzentrationen. Tabelle 8 zeigt die gemessenen 

Proteinkonzentrationen. 
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Tabelle 8: Proteinkonzentration der Makrophagenlysate P1-P20, lyophylisierte Proben sind hervorgehoben. 

Proben Konzentration 

[mg/ml] 

Konzentration nach 

Lyophilisation [mg/ml] 

P1 0,80 1,754 

P2 0,43 2,125 

P3 0,24 1,593 

P4 0,86 2,645 

P5 0,41 1,762 

P6 0,40 1,412 

P7 0,97 3,009 

P8 0,92 1,63 

P9 1,66  

P10 1,357 2,598 

P11 1,395 3,115 

P12 5,714  

P13 0,807 2,546 

P14 2,556  

P15 1,293 3,464 

P16 0,73 4,677 

P17 0,63 2,641 

P18 3,97  

P19 0,63 4,556 

P20 1,433  

 

Tabelle 9: Proteinkonzentrationen der Monozytenlysate B1-B20, lyophylisierte Proben sind hervorgehoben. 

Probe Konzentration 

[mg/ml] 

Konzentration nach 

Lyophilisation 

[mg/ml] 

B1 0,58 6,19 

B2 1,73  

B3 1,03 3,465 
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B4 2,510  

B5 2,055 5,022 

B6 0,774 2,153 

B7 3,512  

B8 0,762 3,622 

B9 4,524  

B10 2,344  

B11 4,470  

B12 1,391  

B13 2,149  

B14 5,465  

B15 4,231  

B16 2,060  

B17 3,851  

B18 7,393  

B19 1,189 4,597 

B20 5,425  

 

2.19. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Das Phänomen, dass geladene kolloidale Moleküle sich in einem elektrischen Feld bewegen, 

bezeichnet man als Elektrophorese (Nič, Jirát und Košata et al. 2009). Das Verfahren der Elektrophorese 

wird zur Auftrennung von Molekülen genutzt, in diesem Fall für die Auftrennung von Proteinen nach 

ihrer Größe. Die Proteine laufen von der Kathode (-) zur Anode (+). Die Auftrennung nach Größe erfolgt 

durch ein poröses Gel, welches als Molekularsieb funktioniert. Bei der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese handelt es sich um ein diskontinuierliches Verfahren, das erstmals von Ullrich K. 

Laemmli 1970 beschrieben wurde (LaemmliI 1970). Dabei wird ein zweiteiliges Polyacrylamidgel 

verwendet, das zunächst aus einem Sammelgel und dann aus einem Trenngel besteht. Das Sammelgel 

dient dem Sammeln der Proteine an der Grenze zum Trenngel und hat größere Poren, das Trenngel 

sorgt für eine langsame Auftrennung der Proteine. Bei der Gelbildung kommt zu einer Polymerisation 

von Acrylamid mit Bisacrylamid, wobei Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter und 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator wirken. Das SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) lagert 

sich an die Proteine, maskiert ihre Eigenladung und sorgt somit für eine negative Ladung der Proteine. 

Durch Erhitzen kommt es zum Denaturieren der Proteinstruktur, zusätzlich werden Disulfidbrücken 
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mittels β-Mercaptoethanol verhindert und eine Protein-Protein- Interaktion unterbunden. Dadurch 

lassen sich die Proteine einzeln analysieren und besitzen eine negative Ladung (Rehm und Letzel 2016). 

Verfahren 

Zu Herstellung eines SDS-Gels wurde zunächst die Halteapparatur aufgebaut und Glasplatten 

eingespannt. Wichtig ist, die Glasplatten vor der Benutzung zu mit Isopropanol zu entfetten. 

 Es wurde zuerst die Mischung für das Trenngel (siehe Tabelle) angesetzt und dann zügig zwischen die 

Glasplatten pipettiert. Die Trenngelmischung wurde mit 500µl Isopropanol bedeckt, um eine gerade 

Kante zu erzielen. Dann lies man das Trenngel 30 Minuten auspolymerisieren. Im Anschluss wurde das 

Isopropanol entfernt, die Mischung für das Sammelgel (siehe Tabelle) auf das Trenngel gegeben, dann 

wurde ein Kamm zur Formung der Taschen in das Sammelgel gesteckt und das Ganze für 15 Minuten 

auspolymerisieren gelassen. Die Gele konnten anschließend sofort verwendet werden oder wurden 

alternativ bis zu vier Wochen bei 4°C in feuchten Papiertüchern gelagert. 

Tabelle 10: Gele SDS-Page. 

Trenngel Sammelgel 

2ml dH2O 1,1ml dH2O 

0,7ml SDS (1%) 0,2ml SDS (1%) 

1,4ml Tris HCL (1,88M) 0,4ml Tris HCL (0,625M) 

2,9ml Acrylamid (30%) 0,3ml Acrylamid (30%) 

35µl APS 10µl APS 

6µl TEMED 2µl TEMED 

 

Für die hier durchgeführte Gelelektrophorese wurden jeweils 30µg Protein genutzt. Diese Menge 

wurde mit Protein von aktivierten lysierten THP1-Zellen ermittelt. Hierbei wurden verschiedene 

Proteinkonzentrationen aufgetragen und 30µg als ausreichend bestimmt (siehe Abbildung 7). Protein 

von aktivierten lysierten THP1-Zellen wurde als Positivkontrolle verwendet. Zuvor wurde 

sichergestellt, dass bei der Positivkontrolle sowohl für wnt5a als auch für GPR40 adäquate Signale zu 

sehen waren. Als Negativkontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet.  
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Abbildung 7: Etablierung der Proteinkonzentration anhand lysierter aktivierter THP1-Zellen. Es wurden nicht-aktivierte 
THP1-Zellen (THP1 N.A.) aufgetragen und aktivierte THP1-Zellen in aufsteigender Konzentration. 

Die Proteinproben wurden auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden die jeweils benötigt Menge an 

Suspension in 1,5ml Reagiergefäße umgefüllt und 4:1 mit Puffer gemischt. Der Puffer bestand aus 90µl 

Laemmli-Puffer und 10µl β-Mercaptoethanol. Die Protein-Puffer-Mischung wurde nun 5 Minuten bei 

95°C auf einem Thermoschüttler denaturiert, um die Proteine in Primärstruktur vorliegen zu haben. 

Dann wurden die Proben gevortext und das Kondenswasser abzentrifugiert. Zeitgleich wurde der 

Marker aufgetaut. 

Die SDS-PAGE- Kammer wurde aufgebaut und mit 1xSDS Laufpuffer gefüllt. Ein SDS-Gel wurde 

eingespannt und der Kamm entfernt, sodass die Taschen frei waren. Diese wurden nun mit den 

Proteinproben befüllt, dabei wurde der Marker ganz links aufgetragen, anschließend Negativ- und 

Positivkontrolle und dann die zu messenden Proben. Es wurden immer jeweils das Protein der 

Synovialmakrophagen und der Monozyten des gleichen Patienten nebeneinander aufgetragen. Die 

Kammer wurde mit dem Deckel verschlossen und an die Stromquelle angeschlossen. Das Gel lief in der 

Sammelphase für 10 Minuten bei 80V und anschließend für ca. 1 Stunden bei 120V zum Trennen der 

Proteine. Im Anschluss wurden die Proteine mittels Western Blot von dem Gel auf eine Membran 

übertragen 

2.20. Western Blotting 

Der Western Blot ist ein Verfahren zur Übertragung von Proteinen von einem Gel auf eine Membran. 

Er dient der vereinfachten Analyse der Proteine, da dies auf dem Gel nur erschwert möglich ist und 

gehört zu den Immunoblots. Erstmals beschrieben wurde das Verfahren mit Nitrocellulosemembran 

von Harry Towbin und seinen Mitarbeitern 1979 (Towbin, Staehelin und Gordon 1979) und 1981 als 

Western Blot bezeichnet (Burnette 1981). Diese Membranen haben den Vorteil, eine hohe 

Proteinbindekapazität zu besitzen. Sie sind allerdings die ganze Zeit feucht zu halten, da sie sonst sehr 

leicht brechen, und die Proteinbindung muss vor Nutzung durch Methanol aktiviert werden (Rehm und 
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Letzel 2016). Es ist auch möglich andere Membranen zu nutzen, im Rahmen dieser Arbeit wurden 

PVDF-Membranen (Polyvinylidenfluorid) verwendet. 

Verfahren 

Für den Western Blot wurde eine viertel Stunde vor Fertigstellung des SDS-PAGE die Membran mit 

Methanol aktiviert und anschließend in dH2O gewaschen. Gleichzeitig wurden 15 Filterpapiere in den 

unterschiedlichen Transferpuffern getränkt. Dabei wurden 6 Filterpapiere in Transferpuffer A getränkt, 

3 Filterpapiere in Transferpuffer B und 6 Filterpapiere in Transferpuffer C. Die Elektrophoresekammer 

wurde auseinander gebaut und die Glasscheiben, zwischen denen sich das Gel befand, getrennt. 

Anschließend wurde der Western Blot auf der Blottingapparatur aufgebaut (Aufbau s. Abbildung 8). 

Die Luftblasen im Blot wurden durch Ausrollen mithilfe einer Glaspipette entfernt. Anschließend 

wurde die Blotkammer geschlossen und an die Stromquelle angeschlossen. Der Blot lief 45 Minuten 

bei 70mA. Danach konnte die Membran, auf der sich jetzt die Proteine befanden, entnommen und das 

Gel sowie die Filterpapiere verworfen werden.  

 

Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Western Blots. 

 

 

2.21. Proteinfärbung 

Um die gleichmäßige Beladung der Membran mit Protein zu kontrollieren, wurde initial eine 

Ponceaurotfärbung durchgeführt. Hiermit werden unselektiv alle Proteine auf einer PVDF-Membran 

angefärbt, allerdings muss man eine Mindestmenge von 50ng Protein aufgetragen haben. Die 

Ponceaurotfärbung ist reversibel und daher kann man im Anschluss eine Immunfärbung durchführen 

(Rehm und Letzel 2016). 
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Verfahren 

Für die Färbung wurde die Membran im Anschluss an den Western Blot mit dH2O gewaschen, um den 

Puffer zu entfernen. Dann wurde Ponceaurot auf die Membran gegeben und diese wurde 5 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Die überschüssige Farbe wurde mit dH2O entfernt und anschließend 

ein Foto der nun gefärbten Membran gemacht. Im Anschluss wurde das Ponceaurot mit 1xTBS/T als 

Waschpuffer entfernt und die Membran konnte anderweitig analysiert werden. 

2.22. Immunfärbung 

Bei der Immunfärbung handelt es sich um eine Markierung der geblotteten Antigene mit 

monoklonalen Antikörpern (Dunn 1986). Dabei wird zunächst ein 1. Antikörper gegen das gewünschte 

Antigen auf die Membran gegeben. Dann wird in einem zweiten Schritt ein zweiter Antikörper gegen 

einen Bestandteil des ersten Antikörpers auf diese Membran gegeben. Dieser Antigen-Antikörper-

Antiköper Bindung lässt sich nun sichtbar machen (Rehm und Letzel 2016).  

Verfahren 

Vor der ersten Immunfärbung muss man die Membran blocken, um unspezifische Signale zu 

verhindern (Rehm und Letzel 2016). Wir nutzten hierfür 20ml 5% Milchpulver in TBS/T. Die Membran 

wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt.  

Im Anschluss wurde der primäre Antikörper auf die Membran gegeben. Die Antikörper wurden alle in 

10ml 5% Milchpulver in TBS/T angesetzt. Die Konzentration des primären Antikörpers unterschied sich 

von Antikörper zu Antikörper (siehe Tabelle). Hierbei wurde initial mit den Herstellerangaben 

gearbeitet und dann gegebenenfalls eine Titrierung durchgeführt, um die optimale Konzentration für 

unseren Versuchsansatz zu finden. Ein Wechsel im Laufe der Versuche bei dem Anti-GPR40-Antikörper 

wurde nötig, aufgrund der Einstellung der Produktion durch den Hersteller. Der primäre Antikörper 

wurde über Nacht bei 4°C und gentle shaking (20rpm) inkubiert.  

Es wurden mehrere Targets nacheinander gefärbt, zunächst WNT5A, dann GPR40 und danach NFκB 

gefärbt. Anschließend wurde je nach Blot Qualität CD14 auf einem der alten Blots oder einem neu 

aufgetragenen Blot gefärbt.  

 

 

 



 

36 
 

Tabelle 11: Antikörperkonzentrationen. 

Antikörper Konzentration Spezies 

WNT5A 1:250 Rabbit 

GPR40 1:500 (Blot 1,2,3,4,5) Rabbit 

GPR40 1:10.00 (Blot 6,7) Goat 

NFκB 1:500 Rabbit 

CD14 1:100 Rabbit 

  

Bevor der sekundäre Antikörper auf die Membran gegeben werden konnte, wurde die Membran 

zunächst 3x5 Minuten in 1xTBS/T gewaschen. Der sekundäre Antikörper wurde ebenfalls in 10ml 5% 

Milchpulver angesetzt. Er war jeweils gegen die Spezies des primären Antikörpers gerichtet und wurde 

1:2000 angesetzt. Die Inkubation erfolgte für 45 Minuten bei Raumtemperatur und gentle shaking 

(20rpm). Im Anschluss folgten wieder drei Waschschritte mit 1xTBS/T, diesmal für jeweils 10 Minuten.  

2.23. Proteindetektion durch Chemilumineszenz 

Als Chemilumineszenz bezeichnet man eine chemische Reaktion die Energie produziert und diese 

dabei in Form von Licht abgibt. Bei der hier genutzten Form wird dafür Luminol in Anwesenheit von 

Meerrettichperoxidase (HRP=horseradischperosidase) und Peroxidase Puffer oxidiert. Luminol in 

seiner oxidierten Form gibt Lichtsignale ab (Alegria-Schaffer, Lodge und Vattem 2009). Wir nutzen ein 

enhanced chemiluminescence Kit (ECL) von Thermo Fischer und arbeiteten nach deren Anleitungen.  

Verfahren 

Zur Detektion wurde die Membran in einen Autoklavierbeutel gelegt. Die beiden Komponenten aus 

dem ECL Kit wurden gemischt (500µl + 500µl) und anschließend auf der Membran verteilt. Die 

Membran wurde 5 Minuten mit dieser Mischung inkubiert und dann in einer neuen Folie in der 

Maschine platziert. Während der Inkubation wurde das Computerprogramm Image Lab geöffnet und 

das Protocol WB. Das Protokoll wurde laufen gelassen und die Bilder anschließend gespeichert. Die 

Membran wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 1xTBS/T gewaschen und anschließend entweder 

vor einer erneuten Färbung gestrippt, erneut gefärbt oder bei -20°C gefroren.  

Das Programm Image Lab misst die Lichtsignale in absoluter Intensität. Um diese in Relation 

zueinander setzen zu können, erfolgt eine Darstellung als relative Intensität in Bezug auf die 

Positivkontrolle.  
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2.24. Statistische Analysen 

Die statistischen Analysen wurden mit dem R Version 3.6.1, sowie der Anwendungskonsole RStudio 

durchgeführt. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung geprüft, je nach 

Verteilung erfolgte die Darstellung der Daten als Mittelwert mit Standardabweichung oder als Median 

mit Interquartilesabständen. Zur Analyse von Gruppenunterschieden wurde der Mann-Whitney-U-

Test bei nicht parametrischen Daten genutzt. Um die Beziehung der Merkmale zueinander zu 

untersuchen, wurde der Spearman Korrelationstest bei nicht normalverteilten Daten angewendet. Das 

Signifikanzniveau wurde allgemein bei p<0,05 angesetzt. 
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3. ERGEBNISSE 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Expressionslevel von WNT5A und GPR40 in Synovialmakrophagen 

und Monozyten von Patienten mit Arthrose untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine entsprechende 

Methodik etabliert. Die Ausgangsmaterialien für die oben beschrieben Untersuchung stellten 

Synovialgewebe und peripheres Blut dar. Es erfolgte bewusst keine Etablierung einer Kontrollgruppe, 

da Synovialgewebe nur invasiv zu gewinnen ist und ein solcher Eingriff aus ethischen Gründen bei 

gesunden Probanden nicht möglich ist. Es erfolgte zudem eine Erhebung der Omega-3-

Fettsäureaufnahme mittels eines Ernährungsfragebogens, welcher dann ausgewertet wurde. Die 

erhobenen Daten wurden im Anschluss analysiert und in Zusammenhang zueinander und zu klinischen 

Parametern gesetzt.  

 

3.1 Zellisolation 

3.1.1. Monozytenisolation 

Primär zu dieser Arbeit existierte in der Arbeitsgruppe kein Protokoll für die Isolierung von primären 

Makrophagen aus Gewebe. Für die Isolierung der Monozyten existierte eine gut etablierte Technik zur 

PBMC Isolierung, jedoch ohne Monozytenextraktion mittels magnetic activated cell sorting (MACS).  

Basierend auf der PBMC-Isolation begannen wir mit der Etablierung des neuen Protokolls. Als Marker 

für die Monozyten wurde CD14 genutzt. Anschließend an die Isolierung erfolgte das MACS-Verfahren, 

in dem zum Schluss eine reine Population CD14-positiver Zellen verblieb. Dies konnte mittels 

Durchflusszytometrie (FACS) gezeigt werden (siehe 9 a - d). Auch konnte mittels Durchflusszytometrie 

gezeigt werden, dass durch das MACS-Verfahren keine CD14-positiven Zellen verloren gehen, da in der 

verworfenen Zellpopulation keine CD14-positiven Zellen mehr zu finden waren (siehe Abb. 10 a + b). 

Das MACS-Verfahren funktionierte somit für CD14 nach dem genutzten Protokoll nachweislich gut.  

Insgesamt gelang somit die erfolgreiche Isolation von Monozyten aus peripherem Blut.  
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a) b)  

c) d)  

Abbildung 9: Durchflusszytometrie nach Monozytenisolation. a) ungefärbte Zellpopulation (unstained), kein FITC-Signal, 
Monozytenpopulation rot, b) Isotypenkontrolle mit FC-Block, kein FITC-Signal, c) CD14-Antikörper mit FC-Block, positives FITC-
Signal für die gewählte Population, d) Histogramm der drei Messungen, schwarz= unstained, blau = Isotypenkontrolle, rot= 
CD14-Antikörper  
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a) b)  

Abbildung 10: Durchflusszytometrie des Durchflusses nach MACS. a) CD14-Antikörper mit FC-Block, es zeigte sich kein FITC-
Signal. Insgesamt unspezifische Population. b) Histogramm der drei Messungen (ungefärbt= schwarz, Isotypenkontrolle = 
blau, CD14-Antikörper= gelb); es ergab sich kein FITC-Signal. 

 

3.1.2. Makrophagenisolation 

Zunächst stellte sich die Frage, ob Makrophagen in dem primären Synovialgewebe überhaupt 

vorhanden sind. Um dies zu beantworten, erfolgte eine immunhistochemische Untersuchung des 

Gewebes. Das Synovialmaterials wurde in Paraffin eingebettet, geschnitten und immunhistochemisch 

auf CD14 als Makrophagenmarker gefärbt. In den Färbungen lässt sich in der Übersicht das ubiquitäre 

Vorkommen von CD14 im Gewebe darstellen und in größerer Vergrößerung sieht man deutlich die 

einzelnen Makrophagen (s. Abbildung 11). In der IHC stellt sich in diesem Fall Gewebe, an welches der 

Antikörper gebunden hat, braun dar und das umliegende Gewebe wird durch die Hämalaun-

Gegenfärbung blau-lila eingefärbt.  

Somit konnte gezeigt werden, dass Makrophagen in dem untersuchten primären Synovialgewebe 

vorhanden sind.  
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Abbildung 11: Immunhistochemie Synovialschnitte, gefärbt auf CD14 mit Hämalaun-Gegenfärbung. 

Da auch kein Protokoll für die Makrophagenisolation aus Synovialgewebe existierte wurde im Rahmen 

dieser Arbeit ein neues Protokoll erstellt und etabliert. Das Verfahren wurde vor allem unter 

Berücksichtigung der Arbeiten von Almos et al. und Bondeson et al. von 2006 entwickelt und orientiert 

sich an deren Methodik zur Isolation von primären humanen Makrophagen. Im Anschluss an den 

Separationsprozess des Gewebes erfolgte auch bei diesem Isolationsprozess ein MACS-Verfahren. 

Wieder wurde CD14 als Marker der Makrophagen verwendet.  

Eine FACS-Analyse gestaltete sich nach Makrophagenisolation insofern schwierig, als dass die 

jeweiligen Zellzahlen nach MACS zu gering für die Durchführung einer FACS Analyse waren.  

Um zu zeigen, dass wir nach der Isolierung der primären Zellen eine Makrophagenpopulation erhalten, 

erfolgte daher eine Kultivierung der Zellen. Hier zeigten sich deutlich adhärente Zellen, welche mit 

Ausläufern wuchsen. Dies entspricht einer typische Makrophagenmorphologie (s. Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Primäre Makrophagen aus Synovialgewebe in Kulturmedium 

 

Da das MACS-Verfahren bereits für die Monozyten als erfolgreich bewiesen werden konnte und für die 

Makrophagen das gleiche Protokoll und der gleiche Antikörper genutzt wurde, werteten wir dies auch 

im Rahmen der Makrophagenisolation als nutzbares Verfahren. Zur zusätzlichen Bestätigung, dass es 

sich bei den isolierten Zellen um Makrophagen handelt, erfolgt im Rahmen des Western Blots eine 

zusätzliche Färbung auch CD14 (siehe Abb. 13). Diese Färbung erfolgte ebenfalls für Monozyten. Hier 

zeigten sich für beide Populationsgruppen deutliche Signale.  

Somit ist insgesamt von einer erfolgreichen Isolation der Makrophagen auszugehen.  

 

Abbildung 13: Western Blot auf CD14 gefärbt. Eine freie Laufreihe zwischen Makrophagen- und Monozytenisolaten. Es 
zeigen sich positive Befunde für alle aufgetragenen Proben 
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3.2. Proteinexpression im Western Blot 

Nach Isolation der Zellen erfolgte eine Lysierung und die Extraktion der Proteine und auch der RNA 

mittels All®Prep RNA/Protein-Kit von Qiagen nach dem dazugehörigen Protokoll. Es erfolgte eine 

Simultanisolation, da initial der Wunsch bestand, die Proteine sowohl auf RNA-Ebene als auch auf 

Proteinebene zu analysieren. Dies führte jedoch zu insgesamt zu reduzierten Mengen, sowohl bei der 

isolierten RNA als auch bei den isolierten Proteinen. Eine weitere Analyse der RNA wäre nur bei einem 

zu vernachlässigbar geringen Anteil der Proben möglich gewesen, sodass im Rahmen dieser Arbeit 

keine weitere Analyse der RNA-Proben erfolgte.  

Auch im Rahmen der Proteinextraktion kam es teilweise zu sehr geringen Proteinkonzentrationen. Hier 

erfolgte teilweise zur Aufkonzentrierung einen Lyophilisation der Proben, sodass eine weitere Analyse 

möglich wurde.  

Diese Proteine wurden im Anschluss mittels Western Blot Verfahren untersucht. Für die SDS-PAGE-

Gelelektrophorese und den anschließenden Western Blot wurden jeweils 30µg Protein von jeder Probe 

aufgetragen. Um zu gewährleisten, dass von jeder Probe jeweils gleich viel Protein auf der Membran 

vorhanden ist, wurden Ponceaufärbungen durchgeführt (Abbildung 16). Hier zeigte sich eine 

regelmäßige Beladung.  

 

 

Abbildung 14: Ponceau-Färbung einer Membran nach Wester Blot. Aufgetragen sind der Marke, eine Negativkontrolle (-), 
eine Positivkontrolle (+) und sechs Proben primärer Zellen (P/B8-10) 

Da insgesamt, wie oben beschrieben, wenig Probenmaterial vorhanden war, erfolgte eine 

Mehrfachfärbung der Blots. Es wurden WNT5A und GPR40 gefärbt, zudem CD14 als 

Monozyten/Makrophagenparameter und NFκB als Entzündungsparameter. 

Marker    -      +        P8          B8                    P9                   B9                 P10                B10 
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3.2.1. WNT5A im Western Blot 

WNT5A wurde mittels SDS-PAGE-Gelelektrophorese gemessen, war jedoch insgesamt nur in 18% der 

Proben detektierbar. In den Monozytenlysaten gelang nur bei zwei Proben die Detektion eines WNT5A 

Signals. 

 Abbildung 15a und 15b zeigen exemplarisch Western Blots für WNT5A Expression, Abbildung 15a 

ohne messbares Signal und Abbildung 15b mit messbarem Signal. Als Positivkontrolle für die Färbung 

dienten lysierte THP1-Zellen.  

 

Abbildung 15: Western Blot WNT5A Expression. a)  In diesem Blot ist für die aufgetragenen Proben keine Expression von 
WNT5A messbar; b) Messbare Expression von WNT5A in einzelnen Proben, positive Doppelbande. 

 

Die Expression von WNT5A ist für alle Proben in Abbildung 16 dargestellt. Es zeigt sich eine Spannweite 

der relativen Intensität von 0,195 ohne deutliche Extremwerte.  
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Abbildung 16: Expression von WNT5A. Die Expression ist als relativ Intensität des Signals im Western Blot dargestellt 

 

3.2.1. GPR40 im Western Blot 

Die GPR40 Expression wurde ebenfalls mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese und Western Blot 

gemessen. Abbildung 17 zeigt exemplarisch einen Western Blot für die Expression von GPR40. Als 

Positivkontrolle sind lysierte THP1-Zellen aufgetragen. 

 

Abbildung 17: Western Blot GPR40-Expression: deutlich positives Signal in der Positivkontrolle und ebenfalls positive Signale 
für die Proben B13, B14 und B15. 

Insgesamt war GPR40 in 56% der Proben messbar. Die GPR40-Expression der einzelnen Proben ist in 

Abbildung 18 dargestellt. Die Messwerte für GPR40 zeigten eine Spannweite der relativen Intensität 
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von 115,774. Dies enorm hohe Spannweite kommt im Rahmen eines Extremwertes bei den Messungen 

zustande, da bei einer einzelnen Probe eine relative Intensität von 115,99 gemessen wurde. Die 

übrigen Messungen lagen in dem Bereich von 0,216 und 9,01 relative Intensität.  

 

 

Abbildung 18: Expression von GPR40: Die Expression ist als relative Intensität im Western Blot dargestellt 
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3.2.3. NFκB im Western Blot 

NFκB wurde als allgemeiner Entzündungsparameter bestimmt und war in den meisten der Proben 

messbar. Abbildung 19 zeigt einen exemplarischen Western Blot. Als Positivkontrolle sind lysierte 

THP1-Zellen aufgetragen. Die Messwerte zeigten eine Spannweite von 1,077 relative Intensität.  

 

Abbildung 19: Western Blot NF NFκB-Expression 

Ein positives Signal für NFκB zeigt sich in diesem Blot für die Positivkontrolle, P16, B17, P18 und B18 

 

Abbildung 20 zeigt die Expression von NFκB in allen Proben. Insgesamt war NFκB in 64% der Proben 

messbar, dabei bei 50% der Makrophagenproben und bei 70% der Monozytenproben.  

 

Abbildung 20: Expression von NFκB. Die Expression ist als relative Intensität im Western Blot dargestellt. 
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3.2.4 Auswirkung der Lyophilisation 

Durch die Lyophilisation der Proteinproben wurde ein Auftragen auf dem Western Blot möglich. Es 

zeigte sich, dass hier eine einmalige Lyophilisation ausreichend ist, um die benötigte 

Proteinkonzentration zu erreichen.  

Im Vergleich der lyophilisierten und nicht lyophilisierten Proben zeigten sich bei den 

Makrophagenisolaten keine signifikanten Unterschiede der Messwerte von NFκB, CD14 und WNT5A. 

Es ergaben sich signifikante Unterschiede der Messwerte von GPR40 in Makrophagen. In den 

lyophilisierten Proben zeigte sich signifikant weniger GP4R0 als in den nicht lyophilisierten (s. 

Abbildung 21).  

 

Abbildung 21: Einfluss der Lyophilisierung auf GPR40 in Makrophagen, Mann-Whithney-U-Test, p = 0,03. 

 

Bei den Monozytenisolaten ergaben sich für sämtliche gemessenen Parameter keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der lyophilisierten und der nicht lyophilisierten Kohorte.  
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3.3. Ernährungsfragebogen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls anamnestisch die Aufnahme von Omega-3-Fettsäruen 

erhoben. Hierzu wurde ein Ernährungsfragebogen entwickelt, welcher sich am EPIC Potsdam 

Ernährungsfragebogen orientiert, aber spezifisch die Omega-3-Fettsäureaufnahme abfragt (siehe 

Anhang).  Insgesamt wurden die Ernährungsfragebögen von n = 8 Probanden (4 Männer, 4 Frauen) 

vollständig ausgefüllt und auswertbar zurückgegeben. Bei der Auswertung dieser Fragebögen ergab 

sich bei der wöchentlichen Aufnahme von Omega-3-Fettsäuren ein Mittelwert von 

650mg/Person/Woche, was etwas unterhalb der empfohlenen Menge (700-1400mg/Woche) liegt 

(Harris 2007).  

 

Abbildung 22: Omega-3-Fettsäureaufnahme (mg)/Woche laut Ernährungsfragebogen 

 

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Omega-3- Fettsäureaufnahme zwischen Männern 

und Frauen, wobei ein Trend zu sehen war, der in Richtung einer geringeren Omega-3-

Fettsäurenaufnahme durch Frauen in unserer Kohorte geht (siehe Abbildung 23). Aufgrund der 

geringen Fallzahl ist dieser Trend jedoch nur vorsichtig zu bewerten.  
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Abbildung 23: Geschlechtsspezifische Omega-3-Fettsäurenaufnahme/ Woche, Mann-Whitney-U-Test, p = 0,4867. 
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3.4. Deskriptive Statistik 

Tabelle 12: Deskriptive Statistik. 

 Frauen Männer Gesamt 

Anzahl (n) 11 9 20 

Alter (Jahre) 68,55 

[+/-9,53] 

62,67 

[+/-14,14] 

65,9 

[+/- 12,19] 

Größe (cm) 166,2 

[+/- 8,33] 

178,22 

[+/- 3,58] 

171,6 

[+/- 8,94] 

Gewicht (kg) 107,1 

[+/- 28,30] 

101,33 

[+/- 15,76] 

104,6 

[+/- 23,68] 

BMI (kg/m2) 35,55 

[+/- 11,14] 

31,99 

[+/- 5,63] 

33,12 

[28,75; 34,92] 

CRP (mg/l) 5,54 

[+/- 1,63] 

6,02 

[+/- 2,51] 

5,76 

[+/- 2,09] 

Leukozyten (x103/µl) 8,415 

[+/- 2,12] 

9,124 

[+/- 3,04] 

8,734 

[+/- 2,6] 

Natrium (mmol/l) 140 

[139; 141] 

137,88 

[+/- 6,85] 

139,0 

[136; 141] 

Kalium (mmol/l) 4,014 

[+/- 0,33] 

4,07 

[4,00; 4,14] 

4,111 

[+/- 0,04] 

Kreatinin (mmol/l) 80 

[65; 91] 

100 

[+/- 31,17] 

82 

[73; 100,2] 

Omega-3-Fettsäuren 

Aufnahme 

wöchentlich (mg) 

500 

[375; 750] 

(7) 

1292,3 

[846,1; 1375] 

(5) 

650 

[+/- 1017,8] 

(12) 

WNT5A  

Makrophagen 

(relative Intensität) 

0,2803 

[+/- 0] 

(10) 

0,13931 

[+/- 0,051699] 

(5) 

0,167520042 

[+/- 0,072935397] 

(15) 

WNT5A 

 Monozyten 

(relative Intensität) 

0,1361 

[0; 0,0269] 

(9) 

N.A. 

 

(9) 

0,1361 

[0,1227; 0,1496] 

(18) 

GPR40  

Makrophagen 

(relative Intensität) 

7,287 

[1,992; 8,312] 

(6) 

5,53961 

[+/- 3,31936] 

(2) 

7,2077 

[1,9063; 8,4314] 

(8) 
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GPR40 

 Monozyten 

(relative Intensität) 

3,102 

[2,087; 3,401] 

(5) 

1,95831 

[+/- 1,15559] 

(5) 

2,96376839 

[+/- 2,16811742] 

(10) 

NFkB  

Makrophagen 

(relative Intensität) 

0,20163 

[+/- 0,17483] 

(3) 

0,37972 

[+/- 0,28172] 

(6) 

0,2502006 

[+/- 0,2239838] 

(9) 

NFkB  

Monozyten 

(relative Intensität) 

0,43654 

[+/- 0,31551] 

(4) 

0,23995 

[+/- 0,17773] 

(2) 

0,315698311 

[+/- 0,278092886] 

(6) 

CD14 Makrophagen 

(relative Intensität) 

0,54194 

[0,07492; 0,72463] 

(6) 

0,5145 

[0,4395; 0,5894] 

(7) 

0,7407468 

[+/- 0,8755414] 

(13) 

CD14 Monozyten 

(relative Intensität) 

0,3550 

[+/- 0,25175] 

(2) 

0,30613 

[+/- 0,24947] 

(2) 

0,3336455 

[+/- 0,251932] 

(4) 

Median mit [25. Und 75. Quartil] oder Mittelwert mit [Standardabweichung]. (n)= Anzahl der Datensätze ohne Messwert für 

dieses Merkmal.  

Normwerte: CRP <5mg/l, Leukozyten 4-10 x103/µl, Natrium 135-145 mmol/l, Kalium 3,8-5,2 mmol/l, Kreatinin 44-106mmol/l 

In Tabelle 12 sind deskriptiv die erhobenen Parameter zusammengefasst. Es wurde jeweils der 

Mittelwert mit Standardabweichung bei Normalverteilung oder der Median mit 25./75. Quartil bei 

fehlender Normalverteilung dargestellt.  Die Kohorte ist fast gleich in männliche und weibliche 

Probanden geteilt. Das Alter lag im Mittel bei 65,9 Jahren. Der Bodys Mass Index zeigte in der 

Gesamtkohorte und bei den männlichen Probanden im Mittel eine Adipositas I°, bei den weiblichen 

Probanden eine Adipositas II°.  

Laborchemisch zeigten sich postoperativ dezent erhöhte CRP-Werte. Die Leukozyten waren im 

Normbereich. Es ergab sich kein Hinweis auf Elektrolytstörungen oder Nierenfunktionsstörung.  

Die Werte für WNT5A, GPR40, NFκB und CD14 sind nicht zu normieren, da sie als relative Intensität 

gemessen wurden und so nur innerhalb der Messgruppe (gleicher gemessener Parameter mit gleichem 

Antikörper gefärbt) vergleichbar sind. In der gesamten Kohorte zeigte sich eine Normalverteilung der 

Messwerte für WNT5A in Makrophagen, GPR40 in Monozyten sowie für NFκB und CD14 in beiden 

Zellpopulationen. Bei den weiblichen Probanden zeigte sich eine Normalverteilung für WNT5A in 

Makrophagen, NFκB in beiden Zellreihen sowie für CD14 in Monozyten. Bei den männlichen 

Probanden zeigte sich eine Normalverteilung für WNT5A in Makrophagen, GPR40 und NFκB in beiden 

Zellreihen sowie CD14 in Monozyten.  
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3.5. Gruppenunterschiede 

Um all die erhobenen Parameter nun besser interpretieren zu können, erfolgte eine statistische 

Aufarbeitung. Hierbei wurden zunächst Gruppenunterschiede betrachtet. Es erfolgte ein Vergleich der 

gemessenen Parameter zwischen Makrophagen und Monozyten. Zudem erfolgte ein Vergleich 

zwischen Geschlechtern und ein Vergleich nach BMI- Einteilung.  

3.5.1. Vergleich Makrophagen/Monozyten 

Im Vergleich zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Level von WNT5A, GPR40, NFκB und 

CD14 zwischen Makrophagen und Monozyten. Für WNT5A und GPR40 ist dies beispielhaft in Abbildung 

24 und 25 verdeutlicht.  

Ein statistisch relevanter Unterschied ist nicht zu sehen, jedoch fällt bei den Messwerten für 

Makrophagen sowohl für WTN5A als auch für GPR40 eine größere Spannweite der Werte auf. Dies 

konnte bei NFκB und CD14 nicht beobachtet werden.  

 

Abbildung 24: Vergleich WNT5A in Makrophagen/Monozyten. Mann-Whithney-U-Test, p = 0,8571. 
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Abbildung 25: Vergleich GPR40 in Makrophagen/Monozyten, Mann-Whithney-U-Test, p = 0,1468. 

 

3.5.2. Vergleich männlich/weiblich  

Es erfolgte ein Vergleich der gemessenen Parameter abhängig vom Geschlecht. Hier zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen für WNT5A, GPR40, NFκB und CD14. Somit hat das 

Geschlecht in der untersuchten Kohorte keinen Einfluss auf die gemessenen Expressionslevel.  

Tabelle 13: Geschlechtsspezifische Spearman-Korrelationen. 

Parameter p-Wert Korrelationskoeffizient 

WNT5A Makrophagen 0,18 -0,7 

WNT5a Monozyten / / 

GPR40 Makrophagen 0,70 -0,12 

GPR40 Monozyten 0,31 -0,35 

NFκB Makrophagen 0,44 0,25 

NFκB Monozyten 0,31 -0,35 

CD14 Makrophagen 1 0 

CD14 Monozyten 0,65 -0,12 

Spearman-Korrelationen 

 / = keine Auswertung aufgrund geringer Messwerte möglich 
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3.5.3. Vergleich nach Gewichtsklassen 

 

Abbildung 26: Kohorten Verteilung nach BMI, Median 33,12 kg/m2. Normalgewicht:18,5-24,9 kg/m2, Übergewicht: 25-29,9 
kg/m2, Adipositas I°: 30-34,9 kg/m2, Adipositas II°: 35-39 kg/m2, Adipositas III°: >40 kg/m2. 

 

Abbildung 26 zeigt die Kohortenverteilung nach BMI. Hierbei fällt auf, dass der Hauptteil der 

Probanden einen erhöhten BMI hatten. Probanden mit einem untergewichtigen BMI gab es in der 

untersuchten Kohorte keine.  

Es erfolgte der Vergleich der gemessenen Parameter in Gruppen abhängig vom BMI. Dabei ergaben 

sich keine signifikanten Ergebnisse. Allerdings zeigte sich für WNT5A ein Trend, der in Richtung höherer 

WNT5A Expression bei erhöhtem BMI ging.  

 

Abbildung 27: WNT5A in Makrophagen und Monozyten, eingeteilt nach BMI 
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3.6 Korrelationen 

In der weiteren statistischen Analyse wurden sowohl die in der Arbeit selbst untersuchten Parameter 

untereinander verglichen als auch die gemessenen Parameter in Bezug zu den klinischen Daten 

gesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabellen 14 – 19 zu sehen. Statisch signifikante Messungen sind 

hervorgehoben.  

Für WNT5A in Monozyten wurden aufgrund der geringen Fallzahlen keine Korrelationen erstellt. 

 

3.6.1. WNT5A in Makrophagen 

Tabelle 14 zeigt die Korrelationskoeffizienten inklusive p-Wert als Ausdruck der Signifikanz für 

Korrelationen zwischen den gemessenen Intensitätswerten von WNT5A in Makrophagen und 

verschiedenen klinischen und laborchemischen Parametern. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation 

zwischen den gemessenen Intensitätswerten von WNT5A in Makrophagen und der Körpergröße der 

Probanden. Für Alter, Gewicht, BMI, Probengewicht, CRP, Leukozyten oder Omega-3-

Fettsäurenaufnahme ergaben sich keine signifikanten Korrelationen.  

 

Tabelle 14: WNT5A in Makrophagen im Bezug zu klinischen Parametern. 

Merkmal p-Wert Korrelationskoeffizient 

Alter 0,7967 0,1603 

Gewicht 0,2189 0,6668 

Körpergröße 0,0452 -0,8944 

BMI 0,2333 0,7 

Probengewicht 0,95 -0,1 

CRP 0,35 0,6 

Leukozyten 0,5167 -0,4 

Ω3- FA- Aufnahme 1 1 

 

Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen der Körpergröße und dem 

Expressionslevel von WNT5A in Makrophagen mit einem Korrelationskoeffizient von -0,8944 bei einem 

p-Wert von 0,0452. Dies bedeutet, dass bei größerer Körpergröße ein geringeres Expressionslevel von 

GPR40 vorliegt als bei kleinerer Körpergröße. Visuell ist dies in Abbildung 28 dargestellt.  
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Abbildung 28: Korrelation WNT5A in Makrophagen zu Körpergröße. Spearman-Korrelation, p = 0,0452, rho = - 0,8944 

 

Tabelle 15 zeigt die Korrelationskoeffizienten mit p-Wert als Ausdruck der Signifikanz für Korrelationen 

zwischen den gemessenen Intensitätswerten für WNT5A in Makrophagen und den anderen 

gemessenen Parametern (GPR40, NFκB, CD14). Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen.  

Tabelle 15: WNT5A in Makrophagen im Zug zu den gemessenen Parametern.  

Merkmal p-Wert Korrelationskoeffizient 

GPR40 Makrophagen 1 0 

GPR40 Monozyten 1 -1 

NFκB Makrophagen 0,3333 -1 

NFκB Monozyten 0,5167 -0,4 

CD14 Makrophagen 1 -1 

CD14 Monozyten 1 -1 

 

3.6.2. GPR40 Makrophagen 

Tabelle 16 zeigt die Korrelationskoeffizienten inklusive p-Wert als Ausdruck der Signifikanz für 

Korrelationen zwischen den gemessenen Intensitätswerten von GPR40 in Makrophagen und 

verschiedenen klinischen und laborchemischen Parametern. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation 

zwischen Leukozytenzahl im Blut und GPR40 in Makrophagen.  
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Tabelle 16: GPR40 Makrophagen im Bezug zu klinischen Parametern.  

Merkmal p-Wert Korrelationskoeffizient 

Alter 0,19 0,4063 

Gewicht 0,4709 -0,2307 

Körpergröße 0,4282 -0,2526 

BMI 0,1338 -0,4615 

Probengewicht 0,8863 -0,0498 

CRP 0,8457 -0,0630 

Leukozyten 0,0072 -0,7285 

Ω3- FA-Aufnahme 1 0 

 

Die Korrelation zeigte einen Korrelationskoeffizient von -0,7285 bei einem p-Wert von 0,0072. Dies 

entspricht einer negativen Korrelation, bei hoher Leukozytenzahl im Blut lagen somit niedrige GPR40 

Expressionswerte in den Makrophagen vor. Dies ist visuell in Abbildung 29 dargestellt. Da bei den 

Messungen von GRP40 in Makrophagen ein deutlicher Extremwert gemessen wurde (s.o.) wurde die 

Korrelation auch extremwertbereinigt durchgeführt. Es zeigt sich weiterhin eine signifikante negative 

Korrelation (s. Abbildung 29b) mit einem Korrelationskoeffizient von -0,8181 bei einem p-Wert von 

0,0037. Der Zusammenhand zwischen Leukozytenzahl im Blut und dem Expressionslevel von GPR40 in 

Makrophagen besteht also unabhängig von extremen Messungen.  
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Abbildung 29: Korrelation GPR40 in Makrophagen zu Leukozyten im Serum 

a) alle Messwerte, Spearman-Korrelation, p = 0,0072, rho = -0,7285. 

b) extremwertbereinigt, Spearman-Korrelation p = 0,0037, rho = -0,8181. 
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Tabelle 17 zeigt die Korrelationskoeffizienten mit p-Wert als Ausdruck der Signifikanz für Korrelationen 

zwischen den gemessenen Intensitätswerten für GPR40 in Makrophagen und den anderen 

gemessenen Parametern (GPR40, NFκB, CD14). Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen 

CD14 in Monozyten und GPR40 in Makrophagen.  

Tabelle 17: GPR40 Makrophagen im Bezug zu den gemessenen Parametern 

Merkmal p-Wert Korrelationskoeffizient 

GPR40 in Monozyten 0,2333 0,7 

NFκB in Makrophagen 0,0833 -0,9 

NFκB in Monozyten 0,7081 -0,15 

CD14 in Makrophagen 1 -0,5 

CD14 in Monozyten 0,0020 0,9 

 

Dabei zeigte sich ein Korrelationskoeffizient von 0,9 bei einem p-Wert von 0,0020. Es besteht also eine 

signifikante positive Korrelation zwischen dem Expressionslevel von CD14 in Monozyten und dem 

Expressionslevel von GPR40 in Makrophagen. Dies bedeutet, dass bei einem hohen Expressionswert 

von CD14 in Monozyten auch ein hoher Expressionswert von GPR40 in Makrophagen vorliegt. Dies ist 

in Abbildung 30 visuell dargestellt.  
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Abbildung 30: Korrelation GPR40 in Makrophagen zu CD14 in Monozyten, Spearman-Korrelation p = 0,002, rho = 0,9 

 

3.6.3. GPR40 Monozyten 

Tabelle 18 zeigt die Korrelationskoeffizienten inklusive p-Wert als Ausdruck der Signifikanz für 

Korrelationen zwischen den gemessenen Intensitätswerten von GPR40 in Monozyten und 

verschiedenen klinischen und laborchemischen Parametern. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation 

zwischen Leukozytenzahl im Blut und GPR40 in Monozyten. Für die anderen Parameter zeigten sich 

keine signifikanten Korrelationen.  

Tabelle 18: GPR40 Monozyten im Bezug zu klinischen Parametern.  

Merkmal p-Wert Korrelationskoeffizient 

Alter 0,854 -0,0668 

Gewicht 0,9203 0,0364 

Körpergröße 0,8544 -0,0668 

BMI 0,5835 0,2 

Probengewicht 0,5139 0,2363 

CRP 0,3871 0,3090 

Leukozyten 0,0490 -0,6484 

Ω3- FA-Aufnahme 0,333 -1 
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Es zeigte sich erneut eine negative Korrelation zwischen der Leukozytenzahl im Blut und der GPR40 

Expression, in diesem Fall in Monozyten. Der Korrelationskoeffizient lag bei -0,6484 bei einem p-Wert 

von 0,049. Dies bedeutet, dass bei hohen Leukozytenzahlen im Blut niedrige Expressionslevel von 

GPR40 in Monozyten vorliegen. Dies ist visuell in Abbildung 31 dargestellt.  

 

Abbildung 31: Korrelation GPR40 in Monozyten zu Leukozyten im Serum, Spearman-Korrelation, p = 0,049, rho = -0,6484. 

 

Tabelle 19 zeigt die Korrelationskoeffizienten mit p-Wert als Ausdruck der Signifikanz für Korrelationen 

zwischen den gemessenen Intensitätswerten für GPR40 in Monozyten und den anderen gemessenen 

Parametern (NFκB und CD14). Es zeigte sich keine signifikanten Korrelationen.  

 

Tabelle 19. GPR40 Monozyten im Bezug zu gemessenen Parametern.  

Merkmal p-Wert Korrelationskoeffizient 

NFκB in Makrophagen 0,5638 -0,3142 

NFκB in Monozyten 0,5008 -0,2857 

CD14 in Makrophagen 0,1333 0,8 

CD14 in Monozyten 0,3305 0,3454 

 

Zusammenfassend zeigten sich eine signifikante negative Korrelation zwischen WNT5A in 

Makrophagen und der Körpergröße, signifikante negative Korrelationen zwischen der Leukozytenzahl 
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im Blut und GPR40 in Makrophagen und Monozyten, sowie eine signifikante positive Korrelation 

zwischen des Expressionslevels von CD14 in Monozyten und GPR40 in Makrophagen.  

Andere signifikante Korrelationen fanden sich nicht, insbesondere bestand keine Korrelation zwischen 

den Leveln von WNT5A und GPR40 zueinander oder zu NFκB oder dem CRP. Ebenso zeigte sich keine 

Korrelation der gemessenen Parameter zu Omega-3-Fettsäureaufnahme. 



 

64 
 

 

4. DISKUSSION 

4.1 Arthrose 

Arthrose (engl. Osteoarthritis) ist die weltweit häufigste degenerative Erkrankung des 

Bewegungsapparates. Es ist eine Erkrankung mit steigender Prävalenz und enormer 

volkswirtschaftlicher Bedeutung (Wallace, Worthington und Felson et al. 2017). Die Pathogenese der 

Arthrose ist ein komplexer Prozess aus Über- und Fehlbelastung, anatomischen Veränderungen, 

Genetik und einer subklinischen Entzündungsaktivität, welche die langsame Destruktion von Gewebe 

vorantreibt. Sie geht unabhängig von der mechanischen Belastung mit verschiedenen 

inflammatorischen Komponenten und metabolischen Auffälligkeiten einher.  

Insbesondere Adipositas ist ein führender Risikofaktor für Arthrose, hier ist für den BMI die beste 

Korrelation beschrieben (Anderson und Felson 1988). Dies spiegelt die in dieser Arbeit untersuchte 

Kohorte klar wider. Nur zwei der untersuchten Probanden waren normalgewichtig, alle anderen 

zeigten einen BMI im Bereich von Übergewicht bis zur Adipositas III° (s. Abbildung 26). Der Median lag 

bei 33,12 kg/m2 und damit deutlich über den bundesdeutschen Durchschnitt von 26kg/m2 

(Statistisches Bundesamt 2019).  

Es besteht bisher kein kurativer Therapieansatz zur Behandlung der Arthrose. Die Therapie verläuft 

symptomorientiert, es bestehen Empfehlungen für eine analgetische Therapie, Physiotherapie, 

Gewichtsreduktion sowie gegebenenfalls eine antiinflammatorische Lokaltherapie (Niethard, Pfeil und 

Biberthaler 2017).  Bei hohem Leidensdruck besteht im Verlauf die Indikation zum operativen 

Gelenkersatz, hier besteht eine hohe interindividuelle Varianz bezüglich des Schweregrads und des 

Leidesdrucks. Da im Rahmen dieser Arbeit synoviale Makrophagen untersucht wurden, die nur im 

Rahmen von invasiven Eingriffen gewonnen werden können, wurden im Rahmen dieser Arbeit nur 

Material von Probanden untersucht, welche einen operativen Gelenkersatz erhielten. Eine Indikation 

zur operativen Versorgung ergibt sich nicht zu Beginn der arthrotischen Veränderungen, sodass davon 

auszugehen ist, dass in der hier untersuchten Kohorte die Arthrose bereits über längere Zeit 

bestanden. Alle hier beschriebenen Veränderungen sind somit im Rahmen einer fulminanten, 

langfristig bestehenden Arthrose zu werten, und geben keinen Aufschluss über die Situation zu Beginn 

der Erkrankung.  

Insgesamt wurden sämtliche Untersuchungen nur an Patienten mit Arthrose durchgeführt. Dies ist 

ebenfalls dadurch zu begründen, dass der Fokus dieser Arbeit auf synovialen Makrophagen liegt. Diese 
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sind nur im Rahmen invasiver Eingriffe zu gewinnen und eine Operation mit Schädigung des nativen 

Gelenks bei gesunden Probanden ist ethisch nicht vertretbar.  

Da die zelluläre Entzündungsreaktion im Rahmen der Arthrose vor allem von Makrophagen ausgeht, 

stellt sich die Frage nach Veränderungen von Signalwegen in Makrophagen oder Monozyten bei 

Arthrose. Da vor allem für die Synovia bei Arthrose eine ausgeprägte Makrophageninvasion 

beschrieben ist (Wood, Leckenby und Reynolds et al. 2019) standen im Rahmen dieser Arbeit synoviale 

Makrophagen im Vordergrund. 

4.2 WNT5A 

Das pro-inflammatorische Molekül WNT5A ist in Personen mit Adipositas, Psoriasis und Sepsis erhöht 

(Gerdes, Laudes und Neumann et al. 2014; Schulte, Müller und Neumann et al. 2012). Dies sind alles 

Erkrankungen, die Inflammation mit metabolischen Abnormalitäten kombinieren. Ein Zusammenhang 

zwischen WNT5A und Signalwegalterationen bei Arthrose ist für Osteoblasten und Chondrozyten 

bereits beschrieben (Martineau, Abed und Martel-Pelletier et al. 2017; Huang, Chubinskaya und Liao 

et al. 2017).  Eine vollständige pathophysiologische Erklärung existiert bisher nicht.  

Im Rahmen dieser Arbeit war WNT5A mittels Western Blot nur sehr vereinzelt messbar. Für WNT5A in 

Makrophagen ergaben sich fünf auswertbare Messwerte und für WNT5A in Monozyten nur zwei 

auswertbare Messwerte (siehe Abbildung 15 und 16).  

Als Ursache für die geringe Anzahl der auswertbaren Messungen kommen verschiedene Gründe in 

Betracht. Da WNT5A bereits in sowohl in humanen Monozyten, als auch in humanen Makrophagen 

unter anderem mittels Western Blot nachgewiesen wurde (Mehmeti, Bergenfelz und Källberg et al. 

2019), scheint das generelle Vorliegen des Proteins in diesen Zellpopulationen nicht die Ursache zu 

sein.  

Es ist ein Hinweis darauf, dass es im Rahmen der Arthrose zu einer geringeren Expression von WNT5A 

in Monozyten und Makrophagen kommt. Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von WNT5A in der Synovia nicht zu den Arthrose- typischen Knorpelschäden führt (van 

den Bosch, Blom und Sloetjes et al. 2015). Eine herabgesetzte Expression ist jedoch bisher nicht 

beschrieben. Um dies endgültig postulieren zu können wäre ein Vergleich der Expressionslevel mit 

einer gesunden Population notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit war dies möglich, da die invasive 

Gewinnung von Synovialmaterial unter kontrollierten Bedingungen einen Eingriff in die Gesundheit 

darstellt, der rein zu Forschungszwecken ethisch nicht zu rechtfertigen ist. Sollte sich im Laufe der Zeit 

eine vertretbare Möglichkeit hierfür ergeben, so besteht hier ein interessanter Forschungsansatz.  
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Möglich wäre jedoch auch eine analytische Problematik innerhalb unseres Verfahrens. Aufgrund des 

vielschrittigen Verfahrens ist eine ganze Reihe an potenziellen Fehlerquellen zu diskutieren. So ist eine 

Fehlisolation bei den Zellpopulationen möglich. Dies trifft vor allem für die Makrophagenisolation zu. 

Allerdings zeigte sich bei den analysierten Proben in der Monozyten Population, welche nach einem 

sehr gut belegbaren und etablierten Verfahren erfolgt, weniger nachweisbare Messwerte als bei der 

Makrophagenpopulation, sodass das die geringen Messewerte für WNT5A eher nicht auf eine 

Fehlisolation zurückzuführen scheint.  

Es ist zum anderen das Proteinextraktionsverfahren zu diskutieren. Es wurde ein 

Doppelextraktionsverfahren zur gleichzeitigen Extraktion von Protein und RNA genutzt. Aufgrund der 

Doppelextraktion ist es möglich, dass deutlich geringere Mengen an Protein vorlagen und dadurch 

auch deutlich weniger WNT5A messbar war.  

Außerdem wurde im Rahmen der Proteinisolation und -Aufreinigung ein Lyophilisationsverfahren 

durchgeführt, um die für den Western Blot notwendigen Mengen an Protein zu erhalten. Dies wurde 

bei fünfzehn der Makrophagenisolate und sechs der Monozytenisolate durchgeführt. Es fand sich kein 

statistisch relevanter Unterschied zwischen den lyophilisierten und nicht-lyophilisierten Proben in 

Bezug auf WNT5A. Aufgrund der geringen Fallzahlen von auswertbaren Messungen von WNT5A lässt 

sich ein Effekt der Lyophilisation auf die WNT5A Expression in Makrophagen nicht endgültig bewerten, 

es ist jedoch eine mögliche Erklärung für die wenigen Messwerte  

Es ist jedoch so, dass die Monozytenisolate erheblich seltener lyophilisert werden mussten, um 

ausreichende Proteinmengen zu erhalten. Dies lässt sich vermutlich auf einen wesentlich weniger 

intensiven und zeitlich kürzeren Isolationsprozess zurückführen. Da trotzdem in der Monozyten 

Population WNT5A deutlich noch seltener gemessen werden konnte, ist dies ein Hinweis, dass der 

Lyophilisationsprozess auch nicht für die geringen Messergebnisse zuständig sein könnte.  Es zeigten 

sich in den statistischen Berechnungen insgesamt keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Messungen in der lyophilisierten Population und der nicht-lyophilisierten Population für WNT5A, 

allerdings sind diese Berechnungen aufgrund der geringen Fallzahlen nicht valide.  

Grundsätzlich ist also eine Fehlmessung möglich, nach kritischer Diskussion jedoch nicht klar zu 

belegen. Wenn man jedoch davon ausgeht, dass die hier erhobenen Ergebnisse belastbar sind, so lässt 

sich postulieren, dass es im Rahmen der Arthrose nicht zu einer Überexpression von WNT5A in 

synovialen Makrophagen kommt. Weiterhin stehen jedoch WNT-Signalwege und auch explizit WNT5A 

im Blickpunkt der Arthrose Forschung. So konnte mittlerweile im Mausmodell gezeigt werden, dass 

WNT5A in Chondrozyten im Rahmen von Arthrose höher exprimiert wurde (Thorup, Strachan und 
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Caxaria et al. 2020). Somit liegt die Veränderung des Signalwegs potenziell nicht führend in synovialen 

Makrophagen, sondern in den Chondrozyten.  

Dafür, dass die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen WNT5A Werte als realistisch zu werten sind 

spricht auch der gemessene Zusammenhang zum BMI. Es zeigte sich ein Trend in Richtung einer 

höheren WNT5A Expression mit steigendem BMI. Dies ist passend zu bereits etablierten Ergebnissen, 

da bereits gezeigt werden konnte das WNT5A bei übergewichtigen Personen in erhöhten 

Konzentrationen vorliegt (Schulte, Müller und Neumann et al. 2012). Die hier fehlende statistische 

Relevanz lässt sich vermutlich durch die geringen Fallzahlen erklären.  

Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen Körpergröße und WNT5A. Je geringer die 

Körpergröße, desto höher waren die Expressionslevel von WNT5A in Makrophagen. Ein 

Zusammenhang von Körpergröße zu diversen Erkrankungen ist beschrieben worden, bei einem Teil 

von diesen wurden Auffälligkeiten in WNT-Signalwegen gesehen (Lai, Nath und Hamby et al. 2018). 

Die Relevanz dieses Zusammenhangs bleibt unklar und müsste gegebenenfalls separat eingehender 

untersucht werden. 

Dass WNT-Signalwege auch therapeutisch relevant sind, zeigt die Entwicklung des Medikamentes 

Lorecivivint (SM04690), welches sich aktuell in einer Phase-III-Zulassungsstudie befindet. Hierbei 

handelt es sich um ein Molekül, welches WNT-Signalwege über die Blockade intranucleärer Kinasen 

blockiert. Hierbei wird vor allem der WNT3A Weg inhibiert. Es konnte hierdurch eine Induktion der 

Chondrogenese sowie eine Reduktion des Knorpelabbaus beobachtet werden (Deshmukh, Ibanez und 

Hu et al. 2020). WNT- Moleküle bleiben somit ein aktuelles und relevantes Thema in der Arthrose 

Forschung.  

4.3 GPR40 

Bei GPR40 handelt es sich um einen weitläufig exprimierten Rezeptor für Omega-3 Fettsäuren.   Es ist 

bereits im Mausmodell der Zusammenhang zwischen knock-out von GPR40 und Arthrose beschrieben 

(Monfoulet, Philippe und Mercier et al. 2015). Über die genauen Mechanismen dem zugrunde liegen 

gibt es bisher noch keine eindeutigen Erkenntnisse. Im Mausmodell konnte ebenfalls bereits gezeigt 

werden, dass eine erhöhte Aufnahme von Omega-3-Fettsäuren zu einer Minderung von Arthrose 

Symptomatik führt (Wu, Jain und McNeill et al. 2015).  

Im Rahmen dieser Arbeit war GPR40 in ungefähr der Hälfte der Proben messbar. Es zeigte sich ein 

einzelner Ausreißer bei den Messungen bei ansonsten ähnlichen Messwerten.  Ein Zusammenhang 

zwischen Omega-3-Fettsäureaufnahme und dem Expressionsniveau von GPR40 konnte nicht gezeigt 

werden. Allerdings gelang eine valide Aussage bezüglich der Aufnahme von Omega-3-Fettsäuren nur 
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bei einem geringen Anteil der Probanden, sodass die Verlässlichkeit dieser Aussage kritisch zu 

bewerten ist.  

Für GPR40 in Makrophagen zeigte sich eine klare Auswirkung der Lyophilisation auf die Ergebnisse. So 

zeigten sich statistisch signifikant geringere Expressionslevel von GPR40 in Makrophagen in den 

lyophilisierten Proben im Vergleich zu den nicht lyophilisierten Proben (siehe Abb. 23). Insgesamt lässt 

sich somit davon ausgehen, dass GPR40 in Makrophagen in höherem Leveln zu messen gewesen wäre, 

wenn einen Lyophilisation nicht notwendig gewesen wäre.  Für Monozyten zeigte sich dieser Effekt 

nicht.  

Für GPR40 in Makrophagen zeigte sich eine positive Korrelation für die Level von CD14. Dies lässt sich 

am ehesten darüber erklären, dass CD14 als Zellmarker mit der Anzahl an Makrophagen in 

Zusammenhang stehen müsste. Somit liegt mehr GPR40 vor, wenn mehr CD14-positive Zellen 

(Makrophagen) vorliegen. Interessanterweise konnte dieser Zusammenhang nur bei Makrophagen 

und nur für GPR40 gezeigt werden. Warum dieser lineare Zusammenhang für Monozyten nicht 

darstellbar waren, ist nicht klar.  

Sowohl für Makrophagen als auch für Monozyten konnte eine negative Korrelation zwischen 

Leukozytenzahl im Blut und GPR40 gezeigt werden, bei hohen Leukozytenzahlen lagen somit niedrige 

Expressionswerte für GPR40 vor. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es im Rahmen von 

endoprothetischen Operationen  (Hüft- und KnieTEP) nicht zu einer relevanten Leukozytose 

(pathologischen hohen Leukozytenzahl) postoperativ kommt (Schopf 2007).  Dies konnte auch in 

unserer Arbeit bestätigt werden (s. Tabelle 12).  

Eine höhere Leukozytenzahl im Blut steht in Zusammenhang mit einer vermehrten 

Entzündungsreaktion im Körper, vor allen Dingen im Rahmen bakterieller Prozesse (Lüllmann-Rauch 

2012). Im Rahmen von E.coli Infektionen konnte gezeigt werden, dass die Gabe des GPR40 Agonisten 

GW9508  zu einer erhöhten Anzahl von Leukozyten vor allem über Stimulation der neutrophilen 

Granulozyten führt (Souza, Walker und Goulding et al. 2020). Dies ist der genau umgekehrte 

Zusammenhang zwischen Leukozytenzahl und GPR40 als jeder der im Rahmen dieser Arbeit 

beobachtet wurde. Dies passt dazu, dass im Rahmen von Arthrose nicht von einem infektiösen 

Entzündungsgeschehen auszugehen ist, sondern zu von einer metabolischen Entzündung. Ein 

interessanter Forschungsansatz wäre herauszufinden, ob die erhöhte Leukozytenzahl der Auslöser für 

die verringerten GPR40-Level sind oder ob umgekehrt erhöhte GPR40-Level die Leukozytenzahl 

herunter regulieren und somit gegebenenfalls die systemische Inflammation auch auf zellulärer Ebene 

beeinflussen. Hier sind weitere Studien notwendig. Grundsätzlich lässt sich im Rahmen dieser Arbeit 
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das Phänomen nur beschreiben, eine endgültige Bewertung, ob es sich hierbei überhaupt um einen 

kausalen Zusammenhang handelt, ist nicht möglich.  

Grundsätzlich stehen GPR-Rezeptoren weiterhin im Fokus der Arthrose Forschung. In einer Genom-

weiten-Assoziationsstudie (GWAS) wurde GPR22 als ein potenzielles Target identifiziert. Es konnte im 

Tiermodell gezeigt werden, dass GPR22 in gesundem Gelenkgewebe nicht nachzuweisen ist, in 

arthrotisch verändertem Gewebe jedoch schon. Es handelt es sich bei GPR22 um einen sogenannten 

orphan-receptor, dies bedeutet, dass der zum Rezeptor gehörende Ligand bisher noch nicht 

identifiziert werden konnte (Kerkhof, Lories und Meulenbelt et al. 2010). Sollte sich im Verlauf 

herausstellen, dass GPR22 durch Omega-3-Fettsäuren aktiviert wird, so könnte es sich hierbei um den 

Mechanismus handeln, über den Omega-3-Fettsäuren Arthrose beeinflussen.  

 

 

4.4. Gruppenunterschiede 

Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Monozyten und Makrophagen für 

die Expressionslevel von WNT5A, GPR40, NFκB und CD14. Somit lassen Messungen in Monozyten, 

welche deutlich einfacher zu isolieren sind, Rückschlüsse auf die Level der Parameter in Makrophagen 

zu. Dies ist besonders für gegebenenfalls anschießende Untersuchungen interessant.  

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern. Männliches oder weibliches 

Geschlecht scheint somit keinen Einfluss auf die Expression von WNT5A und GPR40 zu haben.  

 

4.5. Limitationen der Studie 

Bei kritischer Betrachtung der Studie lassen sich mehrere Kritikpunkte diskutieren.  

Grundsätzlich wäre zur Charakterisierung der untersuchten Parameter ein Fall-Kontroll-Setting 

wünschenswert gewesen. Im Rahmen dieser Art sollten jedoch auch die Synovialmakrophagen im 

Vordergrund stehen, sodass die Gewinnung von Synovialmaterial notwendig war. Dies ist nur invasiv 

im Rahmen einer Operation möglich, sodass schon aus ethischen Gründen die Etablierung einer 

gesunden Kontrollgruppe nicht möglich war.  

Unsere Untersuchungen zeigten keinen signifikanten Einfluss von Omega-3-Fettsäureaufnahme auf 

die Expressionslevel von WNT5A und GPR40. Jedoch muss dieses Ergebnis sehr kritisch gewertet 

werden, da bezüglich der Omega-3-Fettsäurenaufnahme nicht zu allen Probanden Daten vorlagen. Die 
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von den Probanden aufgenommenen Omega-3-Fettsäuren wurden mithilfe eines 

Ernährungsfragebogens erfasst. Allerdings erfolgte die Bearbeitung des Fragebogens durch die 

Patienten auf freiwilliger Basis und eine mangelnde Compliance beim Ausfüllen des Fragebogens 

wurde nicht als Ausschlusskriterium gewertet. Somit füllten nur acht Probanden den Fragebogen 

vollständig und auswertbar aus. Ein weiteres Problem ist, dass die Angaben zum Essverhalten rein auf 

den Angaben der Probanden beruhen und Fehlangaben nicht nachzuvollziehen sind. Non-Compliance 

und Fehlangaben sind häufig gesehene Probleme im Rahmen von Ernährungsstudien (Amoutzopoulos, 

Steer und Roberts et al. 2018). Es ist nicht auszuschließen, dass sich bei höheren Fallzahlen und anderer 

Methodik ein Zusammenhang zwischen den Expressionsleveln von WNT5A und GPR40 und der 

Aufnahme von Omega-3-Fettsäuren finden ließe.  

Die Isolation der Makrophagen ist insofern kritisch zu betrachten, da es sich um einen zeitlich 

aufwändigen Prozess handelt, der durch verschiedene Faktoren (z.B. Verdau Prozess durch 

Collagenase und Zentrifugation) Stress auf die Zellen ausübt. Wir konnten nach der Isolation vitale 

Zellen nachweisen, und somit lässt sich sagen, dass der Prozess durch die Makrophagen zu tolerieren 

ist. Jedoch führen Stressreaktionen im Gewebe zu Veränderungen von Makrophagenpolarisation und 

dadurch auch zu Veränderungen des Expressionsmuster der Makrophagen (Murray, Allen und Biswas 

et al. 2014; Virág, Jaén und Regdon et al. 2019). Es lässt sich also kritisch hinterfragen, ob die von uns 

gemessenen Ergebnisse auch den in vivo im Gelenk ablaufenden Prozessen entsprechen. Jedoch ist 

zum jetzigen Zeitpunkt keine Methodik vorhanden, die diese Frage abschließend beantworten kann.  

Im weiteren Verlauf der Probenbearbeitung lässt sich vor allem die Proteinisolation kritisch 

betrachten. Hierfür wurde ein Kit gewählt, welches eine kombinierte Aufreinigung von Protein und 

RNA zulässt. Es ließe sich argumentieren, dass durch die Nutzung des kombinierten Kits es zu initial 

verringerten Proteinleveln kam, die die Aufkonzentrierung mittels Lyophilissation erst notwendig 

wurden. Es ist also zu postulieren, dass bei Arbeit mit primären Makrophagen eine vorsichtigere 

Extraktionsmethodik zu wählen wäre.  
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5. FAZIT 

 

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass vitale Makrophagen in Synovialgewebe vorhanden sind 

und sich daraus isolieren lassen. Diese sind auch weiter analysierbar, jedoch zeigten sich eine Reihe 

methodischer Limitationen.  

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den gemessenen Werten für WNT5A und 

GPR40 in Monozyten und in den primären Makrophagen, sodass für diese Parameter bei Messungen 

in Monozyten Rückschlüsse auf die synovialen Makrophagen zulässig sind.  

Insgesamt konnten mit den im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten kein Zusammenhang zwischen 

Veränderungen der Level von WNT5A und GPR40 in Makrophagen und Monozyten und Arthrose 

bewiesen werden. Allerdings zeigen sich Hinweise, dass es im Rahmen von Arthrose zu reduzierten 

Leveln von WNT5A in Makrophagen und Monozyten kommen könnte. Um dies mit Sicherheit sagen zu 

können sind weitere Studien notwendig. Ob dieser Zusammenhang auch im Vergleich zu einer 

gesunden Population besteht, wäre ein möglicher Ansatzpunkt weiterer Forschungsprojekte.  

Es konnte im Rahmen dieser Studien eine negative Korrelation zwischen den Expressionslevel von 

GPR40 und Leukozyten in sowohl Monozyten als auch synovialen Makrophagen gezeigt werden, 

sodass sich hier interessante Ansatzpunkt für zukünftige Forschungsvorhaben zeigen.  
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

Arthrose ist die häufigste degenerative Gelenkserkrankung weltweit. Es kommt im Rahmen der 

Arthrose zu einer Entzündungsreaktion, welche zur Gelenksdestruktion beiträgt. Die zelluläre 

Entzündungsreaktion scheint vor allem über Makrophagen zu erfolgen. GPR40 ist ein Omega-3-

Fettsäurerezptor, welche auf Makrophagen zu finden ist. Es ist vorbeschrieben, dass ein Knock-out von 

GPR40 eine Arthrose hervorruft. Ein Risikofaktor für Arthrose ist Adipositas. Im Rahmen der Adipositas 

kommt es zu erhöhten Leveln von WNT5A. Ziel dieser Arbeit war, die Level von WNT5A und GPR in 

synovialen Makrophagen und Monozyten zu untersuchen und in Zusammenhang mit klinischen 

Parametern zu setzen.  

Es wurden N=20 Patienten mit Arthrose rekrutiert, welche einen elektiven endoprothetischen 

Gelenkersatz erhielten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl primäre Makrophagen aus 

synovialem Gewebe als auch als Vorläuferzellen Monozyten aus dem peripheren Blut isoliert. Zudem 

wurden die Probanden gebeten einen für diese Arbeit erstellten Ernährungsfragebogen bezüglich ihrer 

Omega-3-Fettsäureaufnahme auszufüllen und es wurden verschiedene klinischen Parameter erhoben, 

sowie die routinemäßig präoperativ erhobenen Laborparameter evaluiert. Aus den primären Zellen 

wurde das Protein isoliert und mittels Western Blot auf die Expression von WNT5A, GPR40 gemessen.  

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den gemessenen Werten für WNT5A und 

GPR40 in Monozyten und in den primären Makrophagen, sodass für diese Parameter bei Messungen 

in Monozyten Rückschlüsse auf die synovialen Makrophagen zulässig sind. Insgesamt konnten mit den 

im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten kein Zusammenhang zwischen Veränderungen der Level 

von WNT5A und GPR40 in Makrophagen und Monozyten und Arthrose bewiesen werden. Allerdings 

zeigen sich Hinweise, dass es im Rahmen von Arthrose zu reduzierten Leveln von WNT5A in 

Makrophagen und Monozyten kommen könnte. Es konnte im Rahmen dieser Studien zudem eine 

negative Korrelation zwischen den Expressionslevel von GPR40 und Leukozyten in sowohl Monozyten 

als auch synovialen Makrophagen gezeigt werden.   
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ANHANG 

Nicht-interventionelle Beobachtungsstudie 

Titel: Untersuchungen zur Expression des GPR120– 

Rezeptors sowie des proinflammatorischen Faktors  

Wnt5a in Monozyten und synovialen Makrophagen 

 von Patienten mit und ohne rheumatoide Arthritis 

 
Prof. Dr. med. Matthias Laudes 

Klinik I für Innere Medizin, UKSH, Campus Kiel  

 

Allgemeine Hinweise zum Ausfüllen 

Wir sind Ihnen dankbar wenn Sie uns bei der weiteren Bearbeitung Ihres Fragebogens unterstützen, 

indem Sie folgende Hinweise beachten: 

Bitte möglichst 

- Alle Fragen vollständig beantworten 

- Nur in den gekennzeichneten Flächen schreiben 

- Große DRUCKBUCHSTABEN verwenden 

- Bei Korrekturen das Wort durchstreichen und in den verbliebenen Flächen schreiben 

- Für Ergänzungen den vorgesehenen Platz auf der letzten Seite nutzen 

- Keine Extrazettel verwenden! 

- Keine Namen auf den Fragebogen schreiben 

 

Hinweise zum Ausfüllen der Fragen nach Ihrem Lebensmittelverzehr in den letzten 12 Monaten 

Für jedes Lebensmittel oder jede Gruppe von Lebensmitteln finden Sie mehrere Verzehrshäufigkeiten 

- Bitte finden Sie zu jedem Lebensmittel die auf Sie zutreffende Antwort und kreuzen diese an 

- Beachten Sie die Maßangaben, die Sie zu jedem Lebensmittel finden 

Kliniksintern:  

Nummer:  

Datum: 
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- Sollten Ihre üblichen Portionen größer oder kleiner sein, kreuzen Sie bitte die entsprechend 

höhere oder niedrigere Häufigkeit an 

- Denken Sie bei der Beantwortung der Ernährungsfragen nicht nur an die Lebensmittel die Sie 

zu Hause verzehren, sondern auch an Ihren Verzehr außerhalb (z.B. in der Kantine, im 

Restaurant oder bei Freunden) 

 

 

 

 

 

Persönliche Angaben                                        Datum:        /       /        

Geburtsdatum:        /       / 

Geschlecht: ☐ männlich   ☐ weiblich 

Derzeitiges Körpergewicht (unbekleidet):                kg 

Körpergröße:             cm 

Haben Sie in den letzten vier Wochen regelmäßig Medikamente, Hormone, Vitamin- oder 

Mineralstoffpräparatee eingenommen? 

☐ Ja     ☐  Nein 

Wenn „Ja“, um welchen Stoff handelt es sich? (Bitte geben Sie den genauen Namen und die Stärke 

an, schauen Sie ggf. auf Packung oder Beipackzettel nach) 

____________________________________________________ 

____________________________________________________ 
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____________________________________________________ 

____________________________________________________ 

____________________________________________________ 

 

Ernähren Sie sich heute anders als vor 12 Monaten? 

☐ Ja      ☐ Teilweise      ☐ Nein 

Warum haben Sie Ihre Ernährung umgestellt? 

_____________________________________________________ 

_____________________________________________________ 

_____________________________________________________ 

 

Vitamine und Mineralstoffe 

Haben Sie in den letzten 2 Jahren über einen Zeitraum von mindestens einem Monat 

Vitaminpräparate oder Mineralstoffpräparate eingenommen? 

☐ Ja     ☐  Nein 

Wenn „Ja“, geben Sie bitte an um welche Art von Präparaten es sich handelt: 

_____________________________________________________ 

Multipräparate 

☐ Multivitaminpräparate (z.B. Multibionta, Summavit forte) 



 
 

xix 
 
 

☐ Multimineralstoffpräparate (z.B. Basica-Pulver) 

Einzel-und einfache Kombipräparate (Bitte kreuzen Sie alle enthaltenen Bestandteile an) 

☐ Vitamin C        ☐ Biotin     ☐ Zink      ☐ Vitamin A     ☐ Vitamin B6 

☐ Folsäure          ☐ Selen      ☐ Eisen    ☐ Vitamin E     ☐ Calcium 

☐ Magnesium    ☐ Vitamin B komplex 

 

Andere Präparate 

☐ Pflanzliche Präparate     ☐ Ballaststoffriegel/-tafeln 

☐ Eiweißkonzentrate         ☐ Kleie, Leinsamen 

☐ Bierhefe, Hefeflocken     ☐ Knoblauchpillen 

☐ Fischölkapseln 

 

Bisher nicht aufgeführte Präparate, Substanzen… 

________________________________________________________ 

________________________________________________________ 

________________________________________________________ 

________________________________________________________ 
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Brot und Müsli 

Wie oft essen Sie…? (Jeweils 1 Scheibe = S oder eine Hand voll = H) 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Weizenbrot (S)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Gerstenbrot (S)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Hirse (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Amarant (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Reis (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Quinoa (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Haferflocken (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Weizenkeime (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Milch & Milchprodukte                                                                                                   

Wie oft essen Sie…? (1 Scheibe oder 1 mundgroßes Stück) 



 
 

xxi 
 
 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Emmentaler  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Gouda  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Gruyère1  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Limburger  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Chester2  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Provolone3  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Roquefort  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

1 Schweizer Hartkäse (würzig), 2 englischer Kuhmilchkäse (recht weich), 3 italienischer Hartkäse, zum 

Kochen (ähnelt ein wenig Parmesan) 
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Wie oft essen oder trinken Sie…? (Glas = G, Esslöffel = EL, Portion = P) 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Kuhmilch (G)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Büffelmilch (G)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Kaffeerahm (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Naturjoghurt (EL)   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Schlagsahne (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Saure Sahne (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Trockenmilch (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Frischkäse (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Fetakäse (P)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Mozzarella (P)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Ricotta (P)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Obst und Gemüse 

Wie oft essen Sie…? (1 Stück = S oder eine Hand voll = H) 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Avocado (S)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Zitrone (S)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 
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Oliven (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Kirschen (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Himbeeren (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Erdbeeren (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Rohkost 

Wie oft essen Sie…? (1 Portion, ca. eine Hand voll) 

 nie selten Häufig immer verschieden/weiß ich 

nicht 

Kopfsalat    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Kohlrabi    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rettich    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

 

Wie oft essen Sie…? (FRISCH) (jeweils 1 EL) 

 nie selten Häufig immer verschieden/weiß ich 

nicht 

Schnittlauch    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Gartenkresse    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Petersilie    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Löwenzahnblätter    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 
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Meerrettich    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Nüsse 

Wie oft essen Sie…?  

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Erdnüsse (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Mandeln (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Mohnsamen (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Pekannuss (H)   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Pistazien (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sesamsamen(EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Walnüsse (H)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Leinsamen (EL)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Gekochtes  Gemüse 

Wie oft essen Sie…? (jeweils 1 Portion) 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Blumenkohl  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 
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Spinat  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Kohlrübe  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rosenkohl   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Weißkohl  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Grünkohl  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Kartoffeln  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Erbsen  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Augenbohnen  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Goabohnen  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Limabohnen  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Mungobohnen  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sojabohnen  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Fleischwaren 

Wie oft essen Sie…? ( 1 Scheibe = S, 1 Portion = P, 1 ganze = g) 
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 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Schinken (S)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Leberwurst (P)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Bockwurst (g)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Mortadella (S)  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Fleisch 

Wie oft essen Sie…? (jeweils 1 Portion) 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Schweinefleisch  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Schweineleber  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rinderfleisch  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rinderbrust  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Hähnchenbrust  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Hähnchenkeule  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 
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Fisch 

Wie oft essen Sie…? (jeweils 1 Portion) 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Thunfisch  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Hering  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sprotte  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Lachs  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Aal  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sardine  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Forelle  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Wie oft essen Sie Ei (gekocht oder gebraten, 1 Stück)? 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ 

Woche  

5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Ei  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Wenn Sie Fleisch oder Fisch essen, wie oft werden diese mit folgenden Fetten oder Ölen 
zubereitet: 
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 Nie Selten Häufig Immer Verschieden / Weiß 

ich nicht 

Butter     ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Margarine    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

pflanzl. Kochfett 

(Palmin, Biskin) 

   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

tierisches Fett 

(Schmalz) 

   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sonnenblumenöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rapsöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Olivenöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sojaöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

 
 
 
 

 

Wenn Sie Gemüse essen, wie oft werden diese mit folgenden Fetten oder Ölen zubereitet: 

 Nie Selten Häufig Immer Verschieden / Weiß 

ich nicht 

Butter     ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Margarine    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 
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pflanzl. Kochfett 

(Palmin, Biskin) 

   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

tierisches Fett 

(Schmalz) 

   ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sonnenblumenöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rapsöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Olivenöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sojaöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Wenn Sie Salat essen, wie oft verwenden Sie folgende Zutaten: 

 Nie Selten Häufig Immer Verschieden / Weiß ich 

nicht 

Mayonnaise    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Creme fraîche, Sahne    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Joghurt    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Walnussöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Sonnenblumenöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Rapsöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

Olivenöl    ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Wie viele Portionen essen Sie pro Woche von folgenden Lebensmitteln: 

Käse      ☐ 

Aufschnitt (Wurst, Braten)   ☐ 
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Fleisch      ☐ 

Süßigkeiten ( Schokolade etc.)   ☐ 

Kuchen, Gebäck    ☐ 
 

 

 

 

 

 

 

Getränke 

Wie oft trinken Sie…? 

 Nie 1-2x/ 

Monat  

2-3x/ 

Monat 

1-2x/ 

Woche 

3x/ Woche  5-6x/ 

Woche 

1x/ Tag 

oder 

häufiger 

Mineral-, 

Leitungswasser 

 ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Limonade, Cola  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Saft  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Kaffee  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Tee, schwarz  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Früchtetee  ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

Alkoholische 

Getränke 

 ☐    ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ ☐ 

 

 

Wie viel (ml) trinken Sie ca. pro Tag? ________________ 
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Wie viele Stunden pro Woche verbringen Sie durchschnittlich mit folgenden Tätigkeiten: 

zu Fuß gehen (Spazierengehen, Einkaufen)  _____ 
Radfahren      _____ 
Sport        _____ 
Gartenarbeit      _____ 
handwerkliche Arbeiten (Haus, Wohnung)  _____ 
Hausarbeit (Waschen, Kochen, Putzen etc.)  _____ 
Fernsehen, Computer, Handy etc.    _____ 
Schlafen      _____ 
 

 

Wenn Sie zu Ihren Ernährungsangaben etwas ergänzen möchten, das bisher nicht erfasst wurde, 
können Sie das darunter stehende Textfeld nutzen 

________________________________________________________ 
________________________________________________________ 
________________________________________________________ 
________________________________________________________ 
 

 

Vielen Dank für Ihre Mitarbeit! ☺  
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