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4 Diskussion 

Die hier vorgestellten Arbeiten zeigen zunächst die Komplexität von Entzündungen am 

Beispiel der Synovitis. Es werden anschließend systematisch die Transkriptome von 

definierten Zuständen verschiedener Zelltypen entwickelt und diese mit neu etablierten 

bioinformatischen Auswertungsstrategien als Grundlage für die funktionelle Interpretation 

genomweiter Transkriptionsprofile aufgebaut. Es soll damit aufgezeigt werden, wie neben 

der einfachen vergleichenden Analyse zur Identifizierung von Einzelmarkern eine 

komplexere Stufe der funktionellen Interpretation von Expressionsprofilen möglich ist. Damit 

entsteht ein wichtiger Schritt hin zur Betrachtung des biologischen Systems und zum 

besseren Verständnis der molekularen Pathophysiologie der Erkrankung. 

4.1 Ausgangssituation  

Arthritiden werden vorwiegend durch klinische Merkmale klassifiziert. Untersuchungen zur 

Pathophysiologie konzentrieren sich auf die charakteristischen entzündlichen 

Veränderungen in der Synovialmembran aber auch auf Untersuchungen der Immunzellen im 

Blut. Klassische Untersuchungskonzepte zielen darauf ab, Schlüsselgene für einen 

pathologischen Prozess nachzuweisen und deren Bedeutung über die prinzipielle 

Funktionsweise dieser Gene herauszuarbeiten. Dabei entstehen 

Wahrscheinlichkeitsaussagen über eine ganze Gruppe von Patienten, die im Einzelfall oft 

nicht weiterhelfen, da viele dieser Einzelmarker eine zu geringe Trennschärfe für die 

angestrebte diagnostische Einteilung besitzen. 

Mit dem Synovitis-Score in der ersten Arbeit wurden im Prinzip seit langem bekannte 

histologische Veränderungen in einer Systematik zusammengefasst und quantifiziert, die 

modernen Methoden der histologischen Klassifikationen, wie sie auch in der 

Tumorendiagnostik etabliert sind, gerecht werden [27]. Die Nützlichkeit dieser Methode 

wurde auch von anderen Arbeitsgruppen bestätigt [28-31]. Wie in der Arbeit gezeigt wurde, 

hat die Quantifizierung der Entzündung mit dieser Methode ausreichende Trennschärfe, um 

eine Klassifikation in entzündliche und nicht-entzündliche Gelenkerkrankungen 

vorzunehmen. Es scheint aber keine ausreichende Möglichkeit zur Differenzierung 

unterschiedlicher entzündlicher Gelenkerkrankungen gegeben zu sein. Statt dessen wird 

über die Analyse molekularer Vorgänge eine Verbesserung für Diagnostik und Therapie 

erwartet.  

Die Microarray-Technologie hat hierfür neue Perspektiven eröffnet. Allerdings wurde die 

anfängliche Erwartung, aus dem Transkriptom einen Überblick über die entscheidenden 

molekularen pathophysiologischen Mechanismen zu erhalten, rasch von der Ernüchterung 
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abgelöst, dass erst Ordnungsstrategien entwickelt werden müssen, um die funktionellen 

Beziehungen zwischen den gefundenen Kandidatengenen zu erklären. Deshalb 

beschränken sich heute die meisten Expressionsanalysen darauf, aus der Vielzahl der 

gemessenen Parameter zunächst nur einzelne Marker oder Expressionsmuster als Ausdruck 

möglicher pathophysiologischer Unterschiede zu identifizieren. Diese müssen anschließend 

an größeren Kollektiven und mit anderen Methoden validiert werden. Anhand von 

literaturbasierten „Pathway“ Werkzeugen wie „PathwayAssist“, „PubGene“ oder „Ingenuity 

pathway analysis“ wird zudem versucht, funktionelle Interpretationen zu erarbeiten.  

4.2 Anforderungen an die Interpretation von Genexpressionsprofilen 

Mit den hier dargestellten Arbeiten wird ausgehend von den histologischen Merkmalen der 

Synovitis ein neuer Weg beschritten, der sich auf eine systematische Erhebung von 

Funktionsprofilen stützt und für den auch neue bioinformatische Werkzeuge entwickelt 

wurden. 

Der Synovitis Score (siehe 2.) und die damit verbundene histologische Untersuchung stellt 

einen wichtigen Ausgangspunkt für die Analyse von Expressionsprofilen dar. Es werden 

wichtige funktionelle Merkmale aufgezeigt, die bei der Interpretation der molekularen Daten 

berücksichtigt werden müssen. Es geht auch daraus hervor, welche funktionellen Aussagen 

im diagnostischen Bereich wichtig sind und welcher Anspruch an die Interpretation von 

Transkriptomdaten gestellt wird. Zu diesen Aussagen gehören Informationen 

• zur Infiltration von Immunzellen und den damit in Verbindung stehenden 

Mechanismen der Zellrekrutierung; 

• zur Ausbildung typischer Gewebeveränderungen mit regional unterschiedlicher 

Zellanreicherung und den damit einhergehenden Interaktionen zwischen 

verschiedenen Immunzellen und auch ortständigen Zellen; 

• zum destruktiven Potential der verdickten synovialen Deckzellschicht und den in 

diesen Zellen ablaufenden molekularen Mechanismen, die zur Infiltration und 

Zerstörung von Knorpelgewebe führen. 

Eine weitere zentrale Forderung an die Untersuchung molekularer Mechanismen ist, nicht 

nur Aussagen in statistischer Mittelung für ein ganzes Patientenkollektiv zu erarbeiten, 

sondern individuelle Besonderheiten zu erkennen. Die Bedeutung dieses Umstandes kommt 

am deutlichsten zum Ausdruck, wenn die Therapieerfolge mit den neuen Biologika bei der 

rheumatoiden Arthritis untersucht werden. Antikörper-Therapien gegen TNF werden als eine 

der erfolgreichsten Innovationen in der Behandlung der scheinbar einheitlich klingenden 

rheumatoiden Arthritis angesehen. Jedoch erfahren nur 1/3 aller Patienten mit rheumatoider 
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Arthritis eine mindestens 50%ige Besserung nach „ACR-response“ Kriterien und ein weiteres 

Drittel hat keine nennenswerte Verbesserung der Krankheitsaktivität [32]. Dies zeigt, dass 

Untersuchungen zur Charakterisierung der individuellen molekularen Pathomechanismen 

dringend erforderlich sind, um in einer Zeit der rasch zunehmenden Antikörper-Therapien 

gegen definierte molekulare Zielstrukturen den Risiken einer falschen Therapiestrategie zu 

begegnen und dem Prinzip der individualisierten Medizin gerecht zu werden. 

4.3 Interpretationslücken beim Vergleich von entzündetem und 
normalem Gewebe   

Der Vergleich von erkranktem und gesundem Synovialgewebe führte zu mehreren tausend 

unterschiedlich exprimierten Genen. Eine funktionelle Interpretation war nur für wenige Gene 

möglich, über die entsprechende Informationen bereits publiziert waren. Ohne weitere 

Validierungsexperimente und funktionelle Untersuchungen zu jedem einzelnen Gen konnten 

diese Genlisten nur als diagnostisches Muster weiter verwendet werden.  

Die vorgestellte zweite Arbeit (siehe 3.1) zeigte beispielhaft an einer gezielt ausgewählten 

Gengruppe, welche aufwendigen Schritte für eine sinnvolle Interpretation der Ergebnisse zu 

diesen wenigen Genen erforderlich waren. Damit wurde auch deutlich, welches Wissen aus 

dem einfachen Vergleich von zwei verschiedenen Zuständen ableitbar war und welche 

neuen Strategien erst noch entwickelt werden mussten, um die Vielzahl der Daten auch 

unmittelbar nutzen zu können.  

Konkret wurde der Einfluss der Entzündung auf die Gelenkhomöostase hinterfragt und dazu 

alle zur Gruppe der „bone morphogenetic proteins“ gehörenden Gene untersucht. Dies 

schaffte zunächst einen Überblick, welche dieser Gene bei Arthritis und Arthrose verändert 

exprimiert werden. Ferner konnten aus der Literatur bekannte Kandidatengene der 

Entzündung dazu eingesetzt werden, die Expression der verschiedenen Gene zu korrelieren 

und eine Hypothese hinsichtlich möglicher Zusammenhänge von Entzündung und 

Gelenkhomöostase zu formulieren. Allerdings war aus dem Vergleich der komplexen 

Zellmischung im Entzündungsgewebe und dem relativ einheitlichen Normalgewebe nicht 

erkennbar, welcher Zelltyp an der Veränderung der Expression beteiligt war. Auch stellte 

sich die Frage, wie viele Veränderungen durch Unterschiede in der zellulären 

Zusammensetzung hervorgerufen wurden. Manche dieser Fragen konnten durch die 

validierende immunhistologische Untersuchung geklärt werden, wie z.B. eine Bestätigung 

der quantitativen Änderungen der BMP-4 und BMP-5 Expression. Diese Strategie kann 

jedoch nicht für alle Expressionsunterschiede umgesetzt werden und würde technisch an 

seine Grenzen stoßen, wenn für jeden Patienten individuell mehr als 10 verschiedene Gene 

überprüft werden müssten. Aus den Expressionsprofilen war auch nicht erkennbar, dass sich 
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die Lokalisation der BMP-4 und BMP-5 produzierenden Zellen im Gewebeverband 

veränderte. Dieser Befund und siene funktionelle Bedeutung wird wohl auch in Zukunft nur 

bedingt aus Arraydaten ablesbar sein. Bewusst wurde aber auch, dass die Analyse von 

Zellgemischen nur dann sinnvoll gelöst werden kann, wenn Profile von möglichst allen 

beteiligten Zelltypen in aufgereinigter Form zum Vergleich vorliegen.  

4.4 Erkenntnisse aus der Untersuchung von definierten Zelltypen für 
die Entwicklung neuer Strategien zur Auswertung von 
Genexpressionsprofilen 

Die Untersuchung der Synovialfibroblastenlinien in der dritten Arbeit (siehe 3.2) war ein 

erster Schritt hin zur Entwicklung von Referenzprofilen, die in den nachfolgenden 

bioinformatischen Konzepten eine wesentliche Rolle spielen. Dazu gehörte zum einen das 

Expressionsprofil einer normalen Synovialzelllinie, zum anderen das Profil, das in diesem 

Zelltyp durch die Erkrankung induziert wird. Durch den Vergleich beider Profile ließen sich 

die krankheitstypischen molekularen Veränderungen in diesen Zellen beschreiben und 

potentielle Zielgene für neue Therapien definieren. Aus den krankheitstypischen 

Veränderungen war aber nicht unmittelbar ableitbar, wodurch diese induziert wurden. Dies 

stellt ein wesentliches Problem für die Interpretation der Ergebnisse dar, die auf 

Pathomechanismen und Therapiestrategien abzielt. 

Mit der Beeinflussung der Expression durch verschiedene entzündungshemmende 

Medikamente konnten substanzspezifische Wirkprofile gemessen werden, die aufzeigten, 

welche Entzündungsmechanismen durch das jeweilige Medikament blockiert werden. Diese 

erhobenen Referenzmuster könnten demzufolge dazu verwendet werden, um die 

Patientenproben auf eine dazu passende Entzündungssignatur hin zu testen. Daraus ließe 

sich eine individuelle therapeutische Klassifikation ableiten. Jedoch sind diese Aussagen 

zunächst auf die Untersuchung von Synovialfibroblasten und die geprüften Medikamente 

beschränkt und müssten für andere Zelltypen und Therapien ebenfalls analysiert werden.  

Schließlich wurde mit diesen Untersuchungen deutlich, dass Glucocorticoide besonders auf 

Entzündungsmediatoren wie IL1 und IL8 Einfluss nehmen und damit die Ausbreitung der 

Entzündung beeinflussen. Da Glucocorticoide zur Wirkstoffgruppe mit der stärksten 

Immunsuppression gehören, legte dies nahe, dass gerade die Zytokine eine 

Schlüsselfunktion für die Entzündung und Destruktion der Gelenke einnehmen. Diese 

Beobachtung wirft die Diskussion auf, wie aus einem Genexpressionsprofil von entzündetem 

Gewebe erkannt werden kann, welche Zytokine auf einzelne Gewebe und Zelltypen gewirkt 

haben bzw. welche zusätzlichen Informationen gebraucht werden, um auf solche 

ursächlichen Mechanismen zu schließen. Um an einem praktischen Beispiel Nutzen und 
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Probleme eines Stimulationsversuches zu erörtern, wurde in der nachfolgenden Arbeit 

aufbauend auf die Untersuchung von Synovialzellen deren Überstand verwendet, um die 

Wirkung der von diesen Zellen sezernierten Entzündungsmediatoren auf das Knorpelgewebe 

zu untersuchen.  

4.5 Stimulationssignaturen als Referenzprofile für die Erkennung 
molekularer Pathomechanismen 

Die Ergebnisse des Stimulationsversuches (siehe 3.3) zeigen beispielhaft, dass mit 

pathophysiologisch relevanten Konzentrationen von Entzündungsmediatoren wie IL1 und IL8 

eindeutige molekulare Effekte bereits nach einer Stimulation über 24 Stunden erzielt werden 

konnten. Es wurden sowohl pro-inflammatorische als auch destruktive und die Regeneration 

inhibierende Effekte beobachtet. Das System stellt zwar eine noch relativ komplexe 

Stimulation mit mehreren Faktoren dar. Es liefert jedoch eine viel versprechende Basis um 

mit Hilfe der bekannten Expressionsprofile von rheumatoide Arthritis Synovialfibroblasten in 

weiteren Experimenten schrittweise gezielte Einzelstimulationen mit den wichtigsten 

Faktoren vornehmen zu können. Ferner wird deutlich, dass mit Hilfe von Stimulationsprofilen 

Ursache und Wirkung in Beziehung gebracht werden können. 

Vergleichbar zu den pharmakologischen Untersuchungen an den Synovialfibroblasten 

können auch in diesem Modell gezielt Medikamentenwirkprofile untersucht werden. In einem 

neu eingereichten Manuskript [33] wurden z.B. die Veränderungen im Knorpelgewebe 

untersucht, die von therapierten Synovialfibroblasten ausgehen. Es zeigten sich eine 

deutliche Inhibition der pro-inflammtorischen und destruktiven Reaktionsmuster sowie eine 

Erhaltung der Fähigkeit zur Bildung von Knorpelmatrix.  

Künftige Untersuchungen zu diesen Pathomechanismen müssen klären, wie viele und 

welche Patienten exakt diese Reaktionsmuster aufweisen und von entsprechenden 

Therapien profitieren könnten. Ferner muss auch die Wirkung von Entzündungsstoffen aus 

aktivierten Immunzellen geprüft werden. Um eine Basis für die Interpretation von 

Transkriptomdaten aufzubauen, die von infiltrierenden Immunzellen ausgehen können, 

wurden nachfolgende Studien zur Genexpression von Blutzellen durchgeführt. 

4.6 Zelltypspezifische Referenzsignaturen als Grundlage für die 
Erkennung der zellulären Zusammensetzung einer Probe 

Die Untersuchung der krankheitsspezifischen Expressionsänderung in Immunzellen ist eine 

komplexe Herausforderung. Vergleichbar zu den Untersuchungen an ortständigen Zellen aus 

dem Gewebe ist auch hier eine Aufreinigung zur Charakterisierung der zelltypspezifischen 

Signaturen unumgänglich. Aufreinigungsmethoden können bei Blutzellen zu erheblichen 
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Veränderungen der Expressionsprofile führen. Insbesondere Granulozyten und Monozyten 

sind die am stärksten auf in vitro Reize reagierenden Zellen. Deshalb wurden in 

Vorversuchen verschiedene Strategien der Zellsortierung getestet [34]. Für Monozyten 

konnten bereits Unterschiede zwischen rheumatoider Arthritis, Spondylarthropathie, 

systemischer Lupus erythematodes und Normalspender gefunden werden [35]. An der 

Etablierung vergleichbarer Unterschiede in T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und auch 

Granulozyten wird derzeit noch gearbeitet.  

Die hier vorgestellte Arbeit zur Remission der rheumatoiden Arthritis während und zur 

Reaktivierung nach der Schwangerschaft (siehe 3.4) zeigte exemplarisch, wie mit Hilfe von 

Referenzsignaturen Markergene für eine definierte „Funktionseinheit“, nämlich die eines 

definierten Zelltyps, etabliert werden können. Diese Markergene konnten erfolgreich zur 

Quantifizierung verschiedener Zelltypen in der als mononukleäre Zellen des periphere Blutes 

(PBMC) fraktionierten Mischung von Immunzellen eingesetzt werden. Um für den jeweiligen 

Zelltyp charakteristische Gene als Marker zu identifizieren, wurden die Profile aller 

verschiedenen Zelltypen miteinander verglichen. Es wurde zunächst ein einfaches lineares 

Abhängigkeitsmodell zwischen Konzentration und Signalhöhe gewählt, um in einer 

Zellmischung die Konzentration des zugehörigen Zelltyps zu bestimmen. Auch stellte sich an 

definierten Mischexperimenten heraus, dass ein einziger Marker relativ starke Abweichungen 

von der tatsächlich zu erwarteten Konzentration ergeben kann. Abbildung 1 verdeutlicht, wie 

sich die Bestimmung der Konzentration stabilisiert, wenn statt eines Markergens mehrere 

Markergene gleichzeitig verwendet werden. 

 

Abbildung 1: Berechnung der T-Zell-Konzentration auf der Basis der 50 besten Markergene für CD4+ T-Zellen. 
Die Gene wurden sortiert nach der Qualität der T-Zell-Assoziation. Auf der Basis der Signalratio zwischen 
Zellmischung und aufgereinigten T-Zellen wurde für jedes Gen getrennt die Anteilsberechnung durchgeführt. Die 
Graphik stell den Median aus den Anteilsberechnungen der besten 2, 3, … , 50 Markergene dar. Werden die 
besten 20 Markergene verwendet, zeigt sich eine hinreichende Stabilisierung des Ergebnisses, das auch 
weitgehend die tatsächliche Zugabe von CD3+ T-Zellen zu einer vorher von CD3+-Zellen depletierten 
Vollblutpräparation widerspiegelt (siehe Legende). 

Vergleichbar zur Berechnung der zelltypspezifischen Profilkomponenten wurden in dieser 

Arbeit auch Gene gemäß ihrer Zugehörigkeit zu definierten Signalwegen und 
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Funktionsgruppen verwendet, um entsprechende Funktionskomponenten zu quantifizieren. 

Mit dieser Methode wurde eine Aktivierung von Adhäsion- und Migration-assoziierten Genen 

bei aktiven RA-Patientinnen gefunden. Diese Veränderungen konnten nicht mit der zuvor 

berechneten Verschiebung der zellulären Zusammensetzung ausreichend erklärt werden 

und stellen vermutlich einen Teil der molekularen Pathomechanismen dar. Sie passen zu der 

Vorstellung, dass Blutzellen im Rahmen der Aktivierung der Arthritis über Botenstoffe wie 

Chemokine angesprochen werden und sich zur Einwanderung ins Gewebe vorbereiten [36]. 

Dabei sind Moleküle für die Adhäsion an Endothelzellen und Migration durch das Endothel 

erforderlich. Es ist ferner passend, dass pro-inflammatorische Zytokine und zur Destruktion 

beitragende Proteasen nicht in Immunzellen aktiviert werden, solange diese in der Blutbahn 

zirkulieren. Eine Aktivierung dieser Gene wäre erst mit dem Eintritt ins Gewebe zu erwarten.  

Mit der nächsten unter 3.5 vorgestellten Arbeit konnte ferner gezeigt werden, dass diese 

molekularen Ergebnisse mit klinischen Parametern der Krankheitsaktivität korrelieren. Dies 

bestätigt indirekt, dass mit dem entwickelten bioinformatischen Konzept für die Praxis 

relevante Aussagen geliefert werden.  

Aus diesen Untersuchungen von Blutzellen während und nach der Schwangerschaft bei 

rheumatoide Arthritis Patientinnen wird somit ersichtlich, dass Expressionsänderungen 

sowohl durch Verschiebungen der zellulären Zusammensetzung als auch durch 

Genaktivierung hervorgerufen werden. Mit dem bisher vorgestellten Prinzip, die Anteile 

bekannter Zellsignaturen zu bestimmen, wird demnach noch nicht möglich, gezielt die 

zusätzlich regulierten Gene herauszufiltern. Zu diesem Zweck wurde ein weiterer 

bioinformatischer Algorithmus entwickelt. 

4.7 Systembiologische Betrachtungen durch die Erkennung 
funktioneller Profilkomponenten  

Für die bessere Interpretation von Transkriptomdaten aus synovialem Entzündungsgewebe 

wurden bisher die zelltypspezifische Krankheitssignatur in Synovialfibroblasten, 

verschiedene medikamentenspezifische Reaktionsmuster, das Stimulationsprofil in 

Knorpelgewebe und zahlreiche Zelltypsignaturen von Immunzellen aufgebaut. Anfänglich 

wurden nur einfache Vergleiche zwischen den verschiedenen Zuständen durchgeführt und 

einzelne Gene oder Genmuster herausgearbeitet. In Verbindung mit bereits publizierten 

Informationen über die Funktion dieser Gene wurden Aussagen zu möglichen 

Pathomechanismen bei der rheumatoiden Arthritis getroffen. In den letzten beiden Arbeiten 

zur Untersuchung von Blutzellen wurden diese Datensätze für neue bioinformatische 

Analyseverfahren als Referenzdaten eingesetzt. Es wurden Markergene für verschiedene 
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Zelltypen etabliert und über das Signalverhältnis der Anteil der Zelltypen in einer 

Zellmischung quantifiziert.  

Die Quantifizierung von Zelltypen stellt einen wesentlichen Schritt hin zur anfangs gestellten 

Forderung dar, die Zellinfiltration in einem Entzündungsgewebe beurteilen zu können. 

Abbildung 2 zeigt am Beispiel des Synovialgewebes, welche Unterschiede sich für die 

Berechnung der zellulären Zusammensetzung vergleichend zwischen rheumatoider Arthritis, 

Arthrose und normalem Gewebe ergeben. 

 

Abbildung 2: Berechnung der zellulären Zusammensetzung von Synovialgewebeproben. Basierend auf 
zelltypspezifischen Markern wurden die Anteile der Synovialfibroblasten (Syn), B-Zellen (CD19), T-Zellen (CD4), 
Monozyten (Mo), Natürlichen Killerzellen (NK) und Granulozyten (PMN) berechnet. Während bei Arthrose (OA) 
nur phagozytierende Zellen (Mo und PMN) statistisch signifikant erhöht im Vergleich zu normalem 
Synovialgewebe sind, finden sich bei allen infiltrierten Zellfraktionen bei rheumatoider Arthritis (RA) signifikante 
Erhöhungen im Vergleich zu ND und auch OA. 

 

Diese Methode der Quantifizierung von Zelltypanteilen ist eine entscheidende 

Voraussetzung, um die Bestandteile des biologischen Systems im Entzündungsgewebe, die 

im Rahmen der RNA-Extraktion aus ihrer zellulären und histologischen Ordnung 

herausgelöst und völlig vermischt wurden, wieder zu strukturieren und ihre Bedeutung zu 

erkennen. Durch die Änderung der zellulären Zusammensetzung wird eine Vielzahl von 

Genen, die natürlicherweise in den verschiedenen Zelltypen unterschiedlich stark exprimiert 

werden, auch beim Vergleich von Entzündungsgewebe mit Normalgewebe aufgedeckt.  

Im nachfolgenden Schema (Abbildung 3) wird dies nochmal verdeutlicht. Es zeigt die Anzahl 

der Gene, die in normalen aufgereinigten Immunzelltypen höher exprimiert werden als in 
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normalem Synovialgewebe, also den molekularen Unterschied zwischen den verschiedenen 

unstimulierten Immunzellen und normalem Synovialgewebe. Es ergibt sich ein sehr hoher 

Überlappungsgrad zwischen diesen Zelltypunterschieden und den bei rheumatoider Arthritis 

im Vergleich zu normalem Synovialgewebe erhöht exprimierten Genen. Dieser beträgt 904 

von 1236 also ca. 75% aller identifizierten Gene. Dieser Befund legt nahe, dass ca. ¾ der 

differentiell exprimierten Gene aufgrund der veränderten zellulären Zusammensetzung 

gefunden werden. 

 

Abbildung 3: Gegenüberstellung der Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Immunzellen und 
normalem Synovialgewebe sowie zwischen RA Synovitis und normalem Synovialgewebe. Von ca 6-7000 
detektierbar exprimierten Genen in den verschiedenen Zelltypen sind 30-50% der Gene je Immunzelltyp 
signifikant erhöht im Vergleich zu normalem Synovialgewebe. Ca. 75% (904 von 1236) der Gene, die bei 
rheumatoider Synovitis im Vergleich zu normalem Synovialgewebe erhöht exprimiert werden, sind auch in 
normalen Immunzellen signifikant stärker exprimiert als in normalem Synovialgewebe. 

 

Ein weiterer wichtiger Schritt ist deshalb die Erkennung von Genen, die reguliert werden und 

an der Zellinteraktion bzw. Gewebezerstörung beteiligt sind. Erst mit der Entschlüsselung 

dieser Information, können Referenzsignaturen, wie sie z.B. in dem in vitro Modell der 

chronisch aktivierten Synovialfibroblasten erhoben wurden, zur qualitativen und quantitativen 

Beurteilung von Pathomechanismen eingesetzt werden.  

In der letzten Arbeit (siehe 3.6) wurde auf diese Problematik eingegangen. Es wurde ein 

weiterer bioinformatischer Algorithmus entwickelt, die funktionelle Profilkomponentenanalyse 

(FPCA). Bei dieser Methode werden für jede Probe individuell die Anteile der bekannten 

Zelltypen bestimmt und mit deren Hilfe aus den Referenzsignaturen je Zelltyp anteilig ein 

virtuelles Transkriptom der Zellmischung berechnet. Unter der Annahme, dass das real 

gemessene Profil sich aus den Teilen des virtuellen Mischprofils und der 

krankheitsbedingten Änderung der Genaktivität in den verschiedenen beteiligten Zelltypen 

zusammensetzt, errechnet sich der tatsächlich regulierte Anteil aus dem Vergleich zwischen 

realem Profil und dem individuellen virtuellen Mischprofil. Damit ergibt sich die Möglichkeit, 
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gezielt die Genregulation in einem Entzündungsgewebe herauszufiltern. Die nachfolgende 

Abbildung 4 verdeutlicht nochmals das bioinformatische Prinzip der FPCA. 

 

Abbildung 4: Komponenten des Expressionsprofils im Entzündungsgewebe. Das Grundprofil bestehend aus 
ortständigen Zellen wird durch initiale Entzündungsvorgänge mit Komponenten (C) der Chemotaxis und 
anschließende Infiltration mit Komponenten von Immunzellen verändert. Durch die Interaktionen zwischen den 
Zellen im Rahmen der Entzündung entsteht schließlich das Vollbild der Veränderungen im Vergleich zu 
Normalgewebe. Dabei summieren sich die initialen Veränderungen von ortständigen und infiltrierenden Zellen mit 
den Veränderungen durch Zellinteraktionen zur Komponente der Genregulation als dem entscheidenden Anteil 
für die Interpretation der molekularen Pathomechanismen für Diagnostik und Therapie. 

 

Die ersten Anwendungen dieses Prinzips auf Entzündungsgewebe zeigten, dass 

insbesondere die Gene aufgedeckt werden, die weder im Profil von normalem 

Synovialgewebe noch in den Profilen von unstimulierten Immunzellen in wesentlichem 

Umfang exprimiert werden. Die meisten dieser Gene sind zwar auch in einer einfachen 

differentiellen Expression zwischen rheumatoider Synovitis und normalem Synovialgewebe 

zu finden, doch tauchen bei der Sortierung nach dem Grad der Unterschiedlichkeit die ersten 

Kandidatengene mit dieser Eigenschaft erst an Position ≥25 auf und würden damit nur eine 

untergeordnete Beachtung erhalten. Ferner ergibt sich nun die Möglichkeit, die in einer 

Gewebeprobe enthaltenen Regulationen mit den Profilen von in vitro 

Stimulationsexperimenten zu vergleichen. Unter Verwendung der zelltypspezifischen 

Krankheitsprofile von Synovialfibroblasten ergab sich ein nahezu doppelt so starkes 

Stimulationsmuster bei rheumatoider Arthritis im Vergleich zu Arthrose. Auch definierte 

Stimulationsprofile, z.B. mit Tumor Nekrose Faktor (TNF) oder anderen Zytokinen, die 

Zielstrukturen neuer biologischer Therapien sind, lassen sich so individuell quantifizieren. 
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Dies eröffnet die Perspektive, nach medikamentenspezifischen Expressionsmustern zu 

suchen, um daraus Therapieempfehlungen abzuleiten. Darüber hinaus kann eine Beziehung 

zwischen Veränderungen der zellulären Zusammensetzung und Genregulation geprüft 

werden. So kann eine geringe Infiltration mit einer eher degenerativen Veränderung in 

Verbindung stehen. Es kann aber auch durch den sogenannten „Sampling“ Effekt [37] eine 

Probe mit geringerer Infiltration entnommen worden sein. Erste Untersuchungen mit Hilfe der 

FPCA deuten darauf hin, dass in solchen Proben dennoch die Qualität des 

Inflammationsmusters, wenn auch in geringerer Quantität, erkannt wird. 

Die Methode erfordert einen aufwändigen Berechnungsprozess, da über die Verwendung 

mehrerer Referenzprofile vom gleichen Zelltyp und über iterative Verfahren eine statistische 

Abschätzung für das im Mittel zu erwartende virtuelle Signal für jedes Gen berechnet wird. 

Es wurde deshalb in den letzten Jahren die SiPaGene Datenbank und in Weiterentwicklung 

die BioRetis Datenbank aufgebaut [38, 39], in die dieser Algorithmus inzwischen integriert 

wurde. 

Insgesamt stellt die FPCA ein neues bioinformatisches Konzept dar, das mit Hilfe von 

Referenzsignaturen das Expressionsprofil eines Gewebes in die einzelnen Komponenten 

des biologischen Systems aufzuteilen vermag. Prinzipiell ist dieses Verfahren für jede 

klinische Probe von Bedeutung, die aus mehreren verschiedenen Zelltypen besteht. Neben 

dem hier dargestellten Entzündungsgewebe gehört dazu Gesamtblut oder auch 

Aufreinigungen von Blutzellen wie PBMC. Schließlich können auch die Analysen von 

Tumorgeweben von der FPCA profitieren, da in diesen Geweben oft auch 

Entzündungsreaktionen ablaufen.  

Die dargestellten Arbeiten zeigen schrittweise auf, dass die Analyse von Microarray Daten 

einem starken Wandel unterliegt. Ausgehend von der einfachen vergleichenden Analyse 

weniger Einzelgene mit einer hohen Anforderung an die Validierung der Ergebnisse können 

mit der wachsenden Zahl an gezielt generierten zelltypspezifischen bzw. 

stimulationsspezifischen Signaturen komplexere Vergleichsalgorithmen entwickelt werden. 

Die hier vorgestellte Methode stellt sicher nur einen ersten Schritt hin zu systembiologischen 

Betrachtungen dar. Insgesamt ist zu erwarten, dass nicht nur einzelne Biomarker, sondern 

mit der zunehmenden Einführung von Multiparameter-Untersuchungen in die klinische 

Diagnostik auch ganze Funktionssysteme abgefragt werden. Ein Beispiel ist die in SLE-

Patienten nachgewiesene Interferonsignatur [40-42]. Für ätiologisch unklare Erkrankungen 

aus dem Bereich der Rheumatologie stellen diese Methoden einen wichtigen Schritt dar, um 

Unterschiede oder Ähnlichkeiten der Entzündung zwischen diesen Erkrankungen 

aufzudecken und die individuell erforderliche Therapie zu verbessern. Ferner kann die Suche 

nach Ähnlichkeiten oder Unterschieden zu Entzündungen mit bekannter Ursache, wie z.B. 
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virale und bakterielle Infektionen, dazu verhelfen, die Auswahl der therapeutischen 

Zielstrukturen so zu optimieren, dass die chronisch destruktiven Prozesse aufgehalten 

werden, das opportunistische Infektionsrisiko dagegen aber minimiert wird. 
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6 Zusammenfassung 

Die Microarray-Technologie hat die Erforschung molekularer Mechanismen in der Medizin 

revolutioniert. In der Rheumatologie mit zahlreichen ätiologisch ungeklärten 

Krankheitsbildern ist die Möglichkeit entstanden, eine Übersicht über alle bekannten 

molekularen Mechanismen von Entzündungsvorgängen zu erstellen. Mit der Generierung 

umfangreicher Datensätze sind aber auch die Anforderungen an die bioinformatische 

Aufarbeitung und an die Planung dieser Experimente gestiegen.  

Die vorliegende Arbeit zeigt schrittweise die Strategien der Datenerhebung und die 

Entwicklung neuer Konzepte zur Daten-Auswertung. Am Beispiel der Synovitis wird 

verdeutlicht, mit welchem Informationsgehalt aus konventionellen Analysen, wie der 

Histopathologie, die Interpretation der molekularen Daten eines Microarray Experiments zu 

konkurrieren hat. Die gezielte Untersuchung einer Gengruppe wie der „bone morphogenetic 

proteins“ verdeutlicht, dass Microarrays verlässliche Expressionsdaten liefern. Der einfache 

Vergleich zwischen „gesund“ und „krank“ benötigt jedoch umfangreiche 

Validierungsexperimente. Eine systematische Analyse mit dieser Vorgehensweise ist jedoch 

nicht zielführend. Vielmehr ist erforderlich, Grundbausteine in Form von charakteristischen 

Expressionssignaturen zu erstellen und diese in ein komplexes Auswertungssystem 

einfließen zu lassen. Es wurden deshalb an definierten Zellen Vergleiche zwischen „krank“ 

und „gesund“ durchgeführt, der Einfluss von Medikamenten getestet, Wechselwirkungen 

zwischen Zellen durch Stimulation von definierten Zellen mit Kulturüberständen untersucht, 

sowie Referenzsignaturen von Immunzellen im Normalzustand als Vergleichsgrößen für die 

Abschätzung der Zellzusammensetzung bei der Untersuchung von Blut getestet. Schließlich 

wurde eine neue bioinformatische Analysestrategie, die funktionelle Profilkomponenten-

Analyse (FPCA) entwickelt, die mit Hilfe von Referenzsignaturen eine systematische 

Aufschlüsselung in funktionelle Bestandteile ermöglicht. Diese Methode wurde mit 

entzündetem Synovialgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis überprüft, um 

Änderungen der zellulären Zusammensetzung eines Gewebes, also die Infiltration von 

Immunzellen, qualitativ und quantitativ zu beurteilen. Zusätzlich konnten in einem zweiten 

Schritt diese Änderung der Zellzusammensetzung berechnet werden. Durch den Vergleich 

des tatsächlich gemessenen Profils mit einem für jede Probe individuell berechneten 

virtuellen Mischprofil auf der Basis von Normalzuständen für jeden Zelltyp kann die 

tatsächlich stattfindende Genregulation und damit die molekulare Pathophysiologie 

herausgefiltert werden.  

Das neu entwickelte Konzept der Analyse ist für alle Untersuchungsproben, die 

Zellmischungen beinhalten, hilfreich. Insbesondere gilt dies für Gewebe, die entzündlichen 

Veränderungen unterliegen, da in diesen Vergleichen zu Normalgewebe eine Vielzahl 
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zelltypspezifischer Transkripte erkannt werden, die nicht unmittelbar an den 

Pathomechanismen beteiligt sind. Dies trifft nicht nur für Entzündungserkrankungen, sondern 

beispielsweise auch für Tumorgewebe zu, bei dem häufig Begleitentzündungen angetroffen 

werden. Das Konzept der Bestimmung von Signaturanteilen über Markergene ist ferner 

erweiterbar für die Quantifizierung von Zytokinsignaturen und damit pathophysiologisch 

relevante Profilkomponenten. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der schrittweise Aufbau von 

Referenzsignaturen ein elementarer Baustein für die funktionelle Interpretation von 

Microarray-Daten darstellt. Eine bioinformatische Analyse, die diese Referenzsignaturen 

berücksichtigt, kann nicht nur dazu beitragen, Biomarker effizienter zu erkennen, sondern 

kann auch funktionelle Komponenten in einem Expressionsprofil quantifizieren und damit 

eine ganzheitliche systembiologische Betrachtung ermöglichen. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

PBMC mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

RA rheumatoide Arthritis 

OA Osteoarthritis 

ND Normalspender 

FPCA funktionelle Profilkomponentenanalyse 

BMP bone morphogenetic protein 

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes  
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