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1. Zusammenfassung 

 

Osteoarthrose (OA) stellt in Deutschland aufgrund des demographischen Wandels und der 

fehlenden kausalen Therapiemöglichkeiten ein bedeutendes Krankheitsbild der Gesellschaft 

dar. Trotzdem ist die molekulare Pathogenese der OA noch nicht im Detail verstanden. 

Zahlreiche Studien deuten auf eine Schlüsselrolle verschiedener Komponenten der 

extrazellulären Matrix (EZM) im Rahmen der Entwicklung und Progression der OA hin. Die 

EZM des Knorpelgewebes stellt eine wichtige Komponente für die Integrität und 

physiologische Funktion des gesamten hyalinen Gewebes und somit des Gelenks dar. Eine 

Beeinträchtigung der EZM führt folglich unweigerlich zu einer gestörten Knorpelfunktion und 

kann so potentiell eine Degeneration des Gewebes induzieren. Aufgrund der starken 

mechanischen Belastungen, dem das hyaline Knorpelgewebe der Gelenke ausgesetzt ist, 

werden dem Erhalt der physiologischen Funktion der EZM bestimmte zelluläre Vorgänge wie 

die Mechanotransduktion sowie eine intakte Zell-Matrix-Interaktion eine zentrale Funktion 

zugeschrieben. Die Untersuchung von Komponenten der EZM, die an der Zell-Matrix-

Interaktion beteiligt sind, stellt demnach einen vielversprechenden Ansatz für ein detaillierteres 

Verständnis pathophysiologischer Vorgänge bei der Entwicklung der OA dar. Ebenfalls 

essentiell für Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion sind Calcium- (Ca2+)-abhängige Signalwege, 

die eine Vielzahl von Zellfunktionen wie Differenzierung, Migration und Apoptose beeinflussen. 

Die Untersuchung Ca2+-abhängiger Faktoren in der EZM stellt also ebenfalls potentiell 

aufschlussreiche Erkenntnisse in Aussicht, um die der OA zugrunde liegenden Vorgänge 

detaillierter aufzuschlüsseln. 

Um ein besseres Verständnis der molekularen Pathogenese der OA zu erlangen, wurde in 

dieser Arbeit die Expression und Lokalisation der Ca2+-abhängigen Proteine Thrombospondin-

1 (TSP-1), Thrombospondin-5 (TSP-5), stroma interaction molecule 1 (STIM1) und Plastin-3 

(PLS3) in humanem Knorpelgewebe analysiert. Hierzu wurden 15 Tibiaplateaus von Patienten 

untersucht, die aufgrund einer Fehlstellung der Beinachse an einer medial betonten 

Varusgonarthrose litten. Hierbei kommt es durch die varische Beinachse zu einer veränderten 

mechanischen Belastung innerhalb des Kniegelenks zu Lasten des medialen Kompartiments. 

Konsekutiv führt dies zu einer vermehrten Degeneration des medial gelegenen 

Knorpelgewebes aufgrund der erhöhten mechanischen Beanspruchung. Die Tibiaplateaus 

wiesen dementsprechend verschiedene Stadien der Knorpeldegeneration auf. Die 

Betrachtung des stärker betroffenen medialen Kompartiments und des weniger betroffenen 

lateralen Kompartiments ermöglichte den direkten Vergleich der Expression und Lokalisation 

der untersuchten Proteine bei unterschiedlich stark degeneriertem Knorpelgewebe. Zur 

topographischen Analyse der OA-Stadien wurden diese mittels Safranin-O/Fast-Green 
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angefärbt und anhand der Kriterien des Osteoarthritis Research International Society-Scores 

(OARSI-Scores) ausgewertet. Zur Lokalisation von TSP-1 und TSP-5 wurden 

immunhistochemische Färbungen durchgeführt. Die Verteilung von STIM1 und PLS3 wurde 

mittels Immunfluoreszenzfärbungen visualisiert. Anschließend wurde eine quantitative und 

qualitative Auswertung der Verteilungs- und Expressionsmuster der Proteine anhand 

verschiedener Scores durchgeführt. Die morphologische Untersuchung der Knorpelproben 

sowie die erhobenen Scores zeigten, dass STIM1 und PLS3 vornehmlich in superfiziell 

gelegenen Chondrozyten lokalisiert waren. Hierbei zeigte sich eine deutlich vermehrte 

Expression von STIM1 und PLS3 in der oberflächlichen Zone des medialen Kompartiments im 

Vergleich zu den lateralen Gewebeproben. Außerdem konnte im direkten Vergleich von 

medialen und lateralen Gewebeproben gezeigt werden, dass die medialen Knorpelschnitte 

eine eindeutig reduzierte Färbung von TSP-1 aufwiesen. Bei der Analyse der Lokalisation und 

Expression von TSP-5 fielen lediglich subtile Unterschiede beim Vergleich der beiden 

Kompartimente auf.  

Insgesamt konnten durch diese Arbeit OA-assoziierte Veränderungen im direkten Vergleich 

von verschiedenen Stadien der Knorpeldegradation gezeigt werden. Die akzentuierte 

Expression von STIM1 und PLS3 in stärker degeneriertem Knorpel weist hierbei auf eine 

direkte Beteiligung dieser Proteine an der Pathogenese der OA hin. Diese Ergebnisse legen 

nahe, dass die Proteine STIM1 und PLS3, die eine zentrale Funktion bei der Ca2+-abhängigen 

Zell-Matrix-Interaktion in hyalinem Knorpelgewebe besitzen, einen Einfluss auf 

mechanosensitive Vorgänge der EZM und der Chondrozyten innehaben. Diese Arbeit bietet 

neue Erkenntnisse hinsichtlich des Verständnisses der Pathogenese der OA und kann eine 

Grundlage für neue diagnostische und therapeutische Ansätze bieten mit dem Ziel, eine 

kausale Behandlung OA-assoziierter Veränderungen zu ermöglichen.  
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2. Einleitung 

2.1 Osteoarthrose 

Osteoarthrose (OA), synonym lediglich als Arthrose oder Arthrosis deformans bezeichnet, ist 

eine degenerative Erkrankung des Gelenks, die zu einem zunehmenden Verlust des 

Knorpelgewebes führt. Die „Osteoarthritis Research Society International“ (OARSI) definiert 

OA als Erkrankung der beweglichen Gelenke, die durch Zellstress und Degradierung der 

extrazellulären Matrix (EZM) infolge von Mikro- und Makroverletzungen gekennzeichnet ist 

und die maladaptive Reparaturreaktionen inklusive inflammatorischer Signalwege aktiviert, 

welche konsekutiv zu einer Störung des Knorpelstoffwechsels und schließlich zu 

Knorpelabbau, Knochenumbau, Osteophytenbildung, Gelenkentzündung und dem Verlust der 

normalen Gelenkfunktion führt (1). Betroffen sind hierbei vor allem die gewichttragenden 

Gelenke der unteren Extremität, wie Hüft- und Kniegelenke (2).     

OA stellt die häufigste Gelenkerkrankung weltweit dar (3). Laut der 

Gesundheitsberichterstattung des Bundes aus dem Jahr 2013, sind in Deutschland ab dem 

60. Lebensjahr circa ein Drittel aller Männer und die Hälfte der Frauen betroffen (Abb. 1). In 

Deutschland ließ sich dabei im Zeitraum von 2003 bis 2010 eine Zunahme der OA-Prävalenz 

sowohl bei Frauen (2003: 22,6%, 2010: 27,1%) als auch bei Männern (2003: 15,5%, 2010: 

17,9%) verzeichnen (4). Aufgrund des demographischen Wandels und der steigenden 

Lebenserwartung der Bevölkerung ist anzunehmen, dass sich diese Tendenz weiter fortsetzt.  

 

 

 

Abb. 1: Lebenszeitprävalenz der Arthrose (Datenbasis GEDA-Studie 2010).  

Es ist eine deutliche Zunahme der Lebenszeitprävalenz in Abhängigkeit zum Lebensalter zu erkennen. 

Ab dem 60. Lebensjahr beträgt diese bei Frauen fast 50%, bei Männern über 30%. Übernommen aus 

(4).  
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Ätiologisch wird zwischen der primären, auch als idiopathisch bezeichneten Form der OA und 

sekundären Formen unterschieden, wobei bei primären OA-Formen weder ein bekanntes 

Grundleiden besteht, noch eine erkennbare, auslösende Krankheit als Ursache nachgewiesen 

werden kann (5). Prädisponierende Faktoren für die Ausbildung einer primären OA sind hierbei 

vor allem das Alter und das weibliche Geschlecht (6). Sekundäre Formen einer OA sind das 

Resultat vorbestehender Konditionen, wie Fehlbildungen oder -stellungen, metabolische 

Vorerkrankungen wie Rachitis oder Hämochromatose oder endokrinologische Ursachen wie 

Hyperparathyreoidismus oder Hyperurikämie. OA kann hierbei auch als Folge von Traumata 

oder Operationen im Gelenkbereich entstehen (7). Auch durch berufliche Belastungen, wie 

schwere körperliche Arbeit, häufiges Knien oder Treppensteigen und repetitive Bewegungen 

wird die Entwicklung einer OA begünstigt (8). Für die Entwicklung einer OA des Kniegelenks 

scheint vor allem Übergewicht eine bedeutende Rolle zu spielen. Eine Meta-Analyse von 

einundzwanzig Studien (Jiang et al., 2011) ergab hierbei, dass eine Erhöhung des Body-Maß-

Index um 5 Punkte mit einem erhöhten Risiko von 35% für die Entwicklung einer OA des 

Kniegelenks assoziiert ist. Dieser Effekt war bei Frauen stärker ausgeprägt als bei Männern 

(9).  

Die Risikofaktoren, die die Entstehung einer primären oder sekundären OA begünstigen, sind 

vielfältig und können in systemische und lokale, gelenkspezifische Faktoren unterteilt werden. 

Systemisch spielen vor allem Alter, Geschlecht, Übergewicht, eine genetische Prädisposition, 

die Ethnie, Ernährungsgewohnheiten und der Knochenstoffwechsel der betroffenen Person 

eine wichtige Rolle. Diese Faktoren beeinflussen die generelle Anfälligkeit einer Person, an 

OA zu erkranken (2). Gelenkspezifische Risikofaktoren beinhalten unter anderem stattgehabte 

Verletzungen des Gelenks, sowie die gelenkspezifische Belastung durch sportliche Betätigung 

und Beruf. Vor allem in den letzten Jahren haben Studien gezeigt, dass neben der 

mechanischen Komponente auch metabolische und inflammatorische Stoffwechselwege zu 

der Entwicklung von OA beitragen (10).  Ein weiterer wichtiger gelenkspezifischer Faktor ist 

hierbei das Alignment des Gelenks, sowie mögliche angeborene oder erworbene Deformitäten 

der Achsstellung oder Gelenkfläche (2, 11). Malalignment und Deformitäten führen zu einer 

veränderten Lastverteilung innerhalb des Gelenks und somit zu einer vermehrten 

Beanspruchung einzelner Gelenkanteile, die mit Destruktion von Knorpelgewebe einhergehen 

können. Bei einer Varusfehlstellung im Kniegelenk kommt es zu einer erhöhten mechanischen 

Belastung im medialen Kompartiment des Gelenkes und daher vorzugsweise im Bereich der 

medialen Tibia zu einem vermehrten Knorpelverlust mit medialer Gelenkspaltverminderung 

und Osteophytenbildung (12, 13, 14). Folglich ist ein suboptimales Alignment im Kniegelenk 

im Sinne einer Varusfehlstellung hierbei nicht nur mit der Entstehung, sondern auch mit der 

weiteren Progression einer bereits vorhandenen OA im Kniegelenk assoziiert, vor allem bei 

zusätzlichem Vorhandensein von Übergewicht (15).  
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Klinisch äußert sich die OA unter anderem in Schmerzen und eingeschränkter Beweglichkeit 

in den betroffenen Gelenken. Dies wird vor allem durch einen Verlust der Knorpelsubstanz im 

Gelenk und einer konsekutiven Verringerung der Gelenkspaltbreite ausgelöst (16). Als 

symptomatische Frühtrias werden hierbei Anlauf-, Ermüdungs- und Belastungsschmerz 

genannt (6). Im weiteren Verlauf kommen Dauer-, Nacht- und Muskelschmerz sowie 

Bewegungseinschränkungen, Wetterfühligkeit und Krepitation hinzu. In fortgeschrittenen 

Stadien kann es weiterhin zu einer Verdickung der Gelenkkonturen sowie 

Gelenkdeformierung, Fehlstellungen und Muskelatrophie bzw. -kontrakturen kommen (6). 

Neben der klinischen Einschätzung bilden bei der Diagnostik der OA vor allem bildgebende 

Verfahren ein wichtiges Fundament für die Diagnosestellung und die Evaluation des 

Krankheitsverlaufes. Mithilfe der Röntgendiagnostik wurde bereits 1957 von Kellgren und 

Lawrence eine radiologische Klassifikation eingeführt, die bis heute sowohl im klinischen Alltag 

zur Stadieneinteilung, als auch in wissenschaftlichen Studien vorwiegend angewandt wird 

(17). Nach Kellgren und Lawrence wird die Schwere der OA anhand verschiedener, 

röntgenologischer Kriterien in vier Grade eingeteilt, die durch die Ausprägung einer 

subchondralen Sklerosierung, Osteophyten, einer Gelenkspaltverschmälerung und einer 

Deformierung der Gelenkfläche bestimmt werden (18, 19). Mithilfe der 

Magnetresonanztomographie kann zusätzlich das gelenkassoziierte Weichteilgewebe 

inklusive Gelenkknorpel und Ligamente dargestellt werden. Somit stellt die MRT die genauere, 

jedoch auch kostenintensivere Bildgebungsmethode zur Diagnostik der OA dar (20), auf 

welche dennoch zunehmend zurückgegriffen wird, um strukturelle Weichteilpathologien 

genauer beurteilen zu können (21).   

Der Nachweis von OA in der Bildgebung geht nicht in jedem Fall mit einer OA-spezifischen 

Symptomatik einher und der Schweregrad der OA in der Bildgebung korreliert nicht zwingend 

mit der Schwere der subjektiven Symptomatik (11, 21). Im Falle der Kniegelenks-OA scheint 

vor allem die Ausprägung von Osteophyten und subchondraler Sklerose mit dem Auftreten 

einer Schmerzsymptomatik assoziiert zu sein (22). Speziell für die Klassifikation der OA des 

Kniegelenks wird neben der Einteilung nach Kellgren und Lawrence die Ahlbäck-Klassifikation 

genutzt, welche ebenfalls röntgenologische Kriterien nutzt, um 5 OA-Typen voneinander 

abzugrenzen (übernommen aus der S2k-Leitlinie für Gonarthrose, S. 8, 23): 

- Typ 1: Gelenkspaltverschmälerung 

- Typ 2: Aufhebung des Gelenkspalts  

- Typ 3: Geringe Knochenarrosion  

- Typ 4: Mäßige Knochenarrosion  

- Typ 5: Massive Knochenarrosion, oft mit Subluxation und sekundärer lateraler Arthrose 
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Die Therapieziele bei der Behandlung einer OA sind zum einen die Begrenzung des OA-

Progresses und zum anderen die Reduktion von Schmerzen und der Funktionseinschränkung 

des betroffenen Gelenks (6) und sind demnach vor allem symptomatisch und nicht kurativ 

ausgerichtet. Zurzeit besteht die konservative Therapie der OA des Kniegelenks aus einer 

Kombination aus supportiven und pharmakologischen Therapieoptionen. Medikamentös sieht 

die S2k-Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen 

Fachgesellschaften (AWMF) für Gonarthrose zunächst eine topische bzw. systemische 

Anwendung von Nicht-steroidalen-Antirheumatika (NSAR) vor. Bei Kontraindikationen oder 

nicht ausreichender Wirksamkeit kann auf orale Glucosamine bzw. intraartikuläre 

Hyaluronsäure oder kurzzeitig auch auf intraartikulär injizierte Corticosteroide zurückgegriffen 

werden. Als pharmakologische Ultima Ratio können Opioide verabreicht werden, die jedoch 

möglichst niedrig dosiert und nur kurzeitig verabreicht werden sollen (23). Die supportiven 

Therapiemethoden basieren vor allem auf einer Kombination aus physiotherapeutischen 

Konzepten, wie Krankengymnastik, Ultraschallbehandlungen, Kälte- und Wärmetherapie, 

Gewichtsreduktion und moderater, sportlicher Betätigung ohne Überlastung der Gelenke 

sowie der Nutzung orthopädischer Hilfsmittel wie Einlagen oder Orthesen (7, 24).  

Erst nach vollem Ausschöpfen der konservativen Therapie und einer weiterhin bestehenden 

Einschränkung der Lebensqualität durch einen hohen Leidensdruck des Patienten soll eine 

operative Therapie in Erwägung gezogen werden (25). Zur Verfügung stehen hierbei 

gelenkerhaltende Verfahren, wie Arthroskopien, fokale Knorpeltransplantationen oder 

Osteotomien zur Korrektur der Beinachse, und gelenkersetzende Therapie, wie dem Einsatz 

von unikondylären Endoprothesen oder Totalendoprothesen (23).  

Die OA ist zurzeit nicht kausal therapierbar (7). Aufgrund der zunehmenden Erforschung 

grundlegender, biochemischer Stoffwechselwege in der Pathogenese der OA, existieren 

inzwischen jedoch zahlreiche Studien bezüglich neuer, experimenteller Therapieansätze, wie 

dem Einsatz verschiedener Bisphosphonate, dem rekombinanten Fibroblasten-

Wachstumsfaktoren 18 (Sprifermin) oder verschiedener Tumor-Nekrose-Faktor-alpha-

Antikörper (TNF-α-Antikörper), die bei der Therapie der OA des Kniegelenkes in Studien erste 

erfolgsversprechende Ergebnisse zeigen (10). 

Das statistische Bundesamt hat für das Jahr 2050 eine Erhöhung des Durchschnittsalters von 

42 Jahren im Jahr 2005 auf circa 50 Jahre im Jahr 2050 sowie eine weitere Zuspitzung des 

demographischen Wandels zugunsten älterer Bevölkerungsgruppen prognostiziert (26). Da 

OA in erster Linie eine Erkrankung des höheren Lebensalters ist, ist also anzunehmen, dass 

die OA-Prävalenz mit dem zunehmenden Alter der Bevölkerung steigen wird.  

Durch OA kommt es zu einer signifikanten Reduktion der Lebensqualität bei betroffenen 

Patienten weltweit, die in den letzten Jahrzehnten in einer zunehmenden Anzahl von 
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sogenannten DALYs (disability-adjusted life years) und YLDs (years lived with disability) 

resultierte. Im Jahr 2019 war OA für 2,2% der weltweiten YLDs verantwortlich (27). Der Anstieg 

der OA-Prävalenz hat neben individuellem Leidensdruck auch eine erhöhte wirtschaftliche 

Belastung zur Folge. Laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes aus dem Jahr 2013 

verursachen OA-Patienten sowohl hohe direkte Kosten durch die Inanspruchnahme 

ambulanter und stationärer Versorgungseinrichtungen, als auch hohe indirekte Kosten durch 

Arbeitsausfälle, Frühberentung und Invalidität. Führend ist hierbei vor allem der Anteil der 

Arbeitsunfähigkeitsfälle durch eine OA des Kniegelenkes (4). Trotz der steigenden Relevanz 

von OA-assoziierten Belastungen sowohl für den Einzelnen als auch für die Gesellschaft, sind 

die genauen Vorgänge der Pathophysiologie der OA erst teilweise verstanden, eine kurative 

Therapie existiert bisher nicht. Deshalb wurde in den letzten Jahren vermehrt versucht, globale 

Aufmerksamkeit für die wachsende Belastung durch muskuloskelettale Erkrankungen, wie OA 

zu gewinnen. Mit Unterstützung der WHO und der Vereinten Nationen wurde bereits im Jahr 

2000 der Start der „Bone and Joint Decade“ deklariert, einer Kampagne, die durch einen 

Zusammenschluss zahlreicher Organisationen die Prävention und Behandlung 

muskuloskelettaler Erkrankungen wie OA verbessern soll (28).  

 

 

2.2 Hyaliner Gelenkknorpel 

 

Hyaliner Gelenkknorpel ist hochspezialisiertes Gewebe, welches sich aus mesenchymalen, 

Bindegewebszellen entwickelt (29). Es ist hypozellulär, avaskulär und alymphatisch und 

enthält ein dichtes, hochorganisiertes Netzwerk aus Kollagenen und Proteoglykanen (PG), 

welches dem Knorpelgewebe eine reibungsarme und trotzdem belastungsstabile 

Charakteristik verleiht (30). Die Knorpelschicht im Kniegelenk weist eine Dicke von ca. 2,4 ± 

0,4 mm an der medialen femoralen Kondyle und 3,0 ± 0,4mm am medialen Tibiaplateau auf 

(31) und dient hauptsächlich als gleitfähige Verbindungsfläche, die eine reibungslose 

Beweglichkeit und optimale Lastverteilung auf den Kraft-übertragenden Flächen ermöglicht 

(32). Knorpelgewebe ist durch das Zusammenwirken seiner einzelnen Komponenten 

viskoelastisch; durch die Bindung von Wasser und dem Aufbau eines hydrostatischen Drucks 

innerhalb des Gewebes, entweicht bei Krafteinwirkung eine geringe Menge Flüssigkeit aus 

dem Gewebe und trägt zusätzlich zur reibungsarmen Gleitfähigkeit der Knorpeloberfläche bei 

(30). Hyalines Knorpelgewebe besteht aus zwei Hauptbestandteilen: dem zellulären Anteil 

gebildet von Chondrozyten, sowie der Interzellularsubstanz aus geformter und ungeformter 

Matrix, die die Chondrozyten einbettet.  

Chondrozyten sind hochspezialisierte Zellen, die circa 2-5% des hyalinen Knorpelgewebes                                         
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ausmachen. Im adulten Knorpel besitzen Chondrozyten lediglich eine eingeschränkte 

Fähigkeit zur Replikation, es findet in der Regel also keine Zellteilung mehr statt. Dies trägt 

maßgeblich zur limitierten Regenerationsfähigkeit des hyalinen Knorpelgewebes bei (31, 32). 

Sie sind metabolisch hochaktiv und hauptsächlich für den Umsatz, also einen balancierten 

Auf- und Abbau der EZM verantwortlich, indem sie stetig Bestandteile der EZM synthetisieren 

und verstoffwechseln. So erzeugt jeder Chondrozyt in seiner direkten Umgebung mit der 

Produktion von EZM-Molekülen ein bestimmtes Mikromilieu und trägt so zur Erneuerung, 

Erhaltung und Reparatur der EZM bei (33). Chondrozyten treten im gesunden Gelenkknorpel 

einzeln oder als Zellkomplexe bestehend aus 2-10 Zellen auf. Diese Knorpelnester bezeichnet 

man als isogene Gruppe, da alle zugehörigen Chondrozyten aus einem Chondroblasten 

hervorgegangen sind. Eine Gruppe isogener Chondrozyten werden von einer Knorpelkapsel 

und einem stark basophilen Knorpelhof umgeben. Diese Basophilie entsteht durch den hohen 

Anteil der dort vorkommenden polyanionischen PGs. Eine Einheit aus isogenen 

Chondrozyten, der umgebenen Knorpelkapsel und der perizellulären Matrix (PZM) wird 

Chondron genannt (34, siehe Abb. 2). 

Die EZM füllt den Zellzwischenraum des hyalinen Knorpelgewebes aus und kann in geformte 

und ungeformte Anteile unterteilt werden. Die Hauptbestandteile der EZM setzen sich aus 

Kollagenfibrillen, PGs und einem hohen Wasseranteil von bis zu 70% zusammen (35). Sie 

bilden ein System hoher supramolekularer Ordnung und verleihen dem Gewebe so 

Druckfestigkeit und ein gewisses Maß an Elastizität (36). Die geformte EZM besteht zum 

überwiegenden Teil aus den Fibrillen verschiedener Kollagentypen. Kollagen Typ II, IX, und 

XI formen hierbei ein fibrilläres Netzwerk, welches dem Gewebe Form und Festigkeit 

verleihen. Kollagen Typ VI findet sich vor allem im perizellulären Anteil der EZM und unterstützt 

die Zell-Matrix-Interaktion (37). Die verschiedenen fibrillären Kollagen-Typen verfügen alle 

über denselben, grundsätzlichen Aufbau aus drei linksgängigen Kollagen-α-Ketten, die sich 

zu einer rechtsgängigen Tripelhelix zusammenschließen (38).  Diese Tripelhelix wird über die 

Bildung von Wasserstoffbrücken sowie elektrostatischen Interaktionen zwischen den 

einzelnen Aminosäuren der verschiedenen Ketten stabilisiert, wobei repetitive Muster in der 

Anordnung der Aminosäurekette essentiell sind; jede dritte Position wird hierbei von Glycin 

besetzt, während die anderen Positionen zu einem hohen Anteil aus Prolin, Hydroxyprolin und 

Lysin bestehen (39).  Durch die parallele Anlagerung mehrerer Kollagenmoleküle entstehen 

Kollagenfibrillen, die über kovalente Verbindungen quervernetzt werden und hierdurch eine 

Zugfestigkeit erhalten. Die Ausrichtung der Kollagenfibrillen im Knorpelgewebe orientiert sich 

an der räumlichen Ausrichtung der Chondrozyten (40). Der ungeformte Anteil der EZM des 

hyalinen Knorpelgewebes besteht aus größtenteils sulfatierten, repetitiven 

Disaccharideinheiten, den sogenannten Glykosaminoglykanen (GAGs). Die Hauptgruppen 

stellen Chondroitinsulfate und Keratansulfate dar: Mithilfe der negativ geladenen 
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Sulfatgruppen der GAGs können über Kationenanlagerung osmotisch große Mengen an 

Wasser gespeichert werden (41). Enthalten GAGs einen Proteinkern, werden sie PGs 

genannt. Mehrere GAGs sind kovalent an dieses Protein gebunden und bilden so PG-

Monomere, von denen der Hauptvertreter im Knorpelgewebe das Aggrecan ist (AGG, 42). 

Aggrecan besteht aus Chondroitinsulfat und Keratansulfat und liegt in großen Aggrecan-

Hyaluronat-Komplexen vor (Abb. 2).  

 

 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung des Aufbaus der EZM des Knorpelgewebes.  

Chondrozyten (Ch-zyt) synthetisieren die Bestandteile der EZM und geben diese in den umliegenden 

Extrazellularraum. Aggrecanmoleküle (Agg) aus Chondroitinsulfat und Keratansulfat lagern sich mithilfe 

von Verbindungsproteinen (VP), wie Hyaluronektin, an lange Hyaluronanmoleküle (HA) an, welche 

ebenfalls von Chondrozyten synthetisiert wird. Diese Aggrecan-Hyaluronan-Komplexe lagern sich 

wiederum an die Kollagenfibrillen an, welche vorwiegend aus Kollagen II und XI bestehen (40). 

Abbildung übernommen aus (40). 

 

 

Diese Komplexe tragen über die Bindung von Wasser entscheidend zu den viskoelastischen 

Charakteristiken des Knorpelgewebes bei und sind somit maßgeblich an der mechanischen 

Belastbarkeit des Gelenkknorpels beteiligt (43). Die Zusammensetzung und Anordnung der 

PGs und Kollagenfibrillen ist demnach essentiell für die Funktion des Gelenkknorpels. 

Zusätzlich sind PGs über die Sekretion von Signalmolekülen wie dem Zytokin Transforming 

growth factor beta (TGF-β) an der Signalübertragung beteiligt und über ihre Bindung an 

Integrine oder Kollagen ein Faktor in der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kommunikation (36). 

Die Kollagenfibrillen im artikulären, hyalinen Knorpelgewebe orientieren sich entlang der 

Ausrichtung der sie produzierenden Chondrozyten und sind arkadenförmig angeordnet. Nahe 

der Knorpeloberfläche verlaufen sie parallel, um sich dann in profunderen Schichten mit den  
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benachbarten Fibrillen zu überkreuzen und zunehmend vertikal zur Knochenoberfläche 

auszurichten. Durch diesen Aufbau der EZM ermöglichen die zugfesten Kollagenfibrillen eine 

Umwandlung von Druck- in Zugkräfte (44). Die Knorpelschicht lässt sich durch die spezielle 

Anordnung dieser Kollagenfibrillen in vier Zonen gliedern (Abb. 3); eine oberflächliche, eine 

mittlere und eine tiefe Knorpelschicht sowie eine kalzifizierte Mineralisationszone (35).  Die 

oberflächliche Schicht, auch Tangentialfaserzone genannt, enthält parallel zur Oberfläche 

verlaufende Kollagenfibrillen sowie abgeflachte Chondrozyten (45). Hier sind die 

Kollagenfibrillen trajektoriell in Richtung der stärksten Zugspannung, ausgerichtet (40). 

Hierdurch ist die Tangentialfaserzone besonders flexibel gegenüber mechanischem Stress. 

Bei Schädigung dieser Zone kommt es zu einem erhöhten Flüssigkeitsaustausch zwischen 

dem Knorpelgewebe und der Umgebung und zu einer erhöhten mechanischen Belastung (46). 

 

 

             A)            B)     

 

 

Abb. 3: A) Schematische Darstellung des Aufbaus des hyalinen Knorpelgewebes. B) Hyaliner 

Gelenkknorpel aus einem Knorpel-Knochen-Resektat eines humanen Tibiaplateaus, Safranin-

O/Fast-Green-Färbung. A) Der arkardenförmige Verlauf der Kollagenfibrillen umschließt die 

Chondrone und teilt die Knorpelschicht in vier Zonen. In der Tangentialfaserzone liegen die 

Kollagenfibrillen parallel zur Knorpeloberfläche, in der Übergangszone überkreuzen sich die 

benachbarten Fibrillen und richten sich in der Radiärzone zunehmend senkrecht zur 

Knochenoberfläche aus. Die Fibrillen umschließen die Chondrone. Zwischen der Radiärzone und der 

Mineralisationszone liegt die Tidemark als Grenzlinie zwischen Knorpelgewebe und mineralisierter 

Knorpelmatrix. Der subchondrale Knochen enthält die Blutgefäße, die für die Ernährung des 

Knorpelgewebes zuständig sind. B) Die anionischen GAGs und PGs der EZM sind durch den 

kationischen Farbstoff des Safranin-O deutlich angefärbt, sodass die Anordnung der Chondrone 

deutlich zu erkennen ist. Die Kollagenfibrillen sind nicht angefärbt. Abb. A) angepasst übernommen 

aus (44). 
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An die Tangentialzone schließt sich die Übergangszone an, welche in die Radiärzone mit 

vertikalem Faserverlauf übergeht. Die Radiärzone ist durch die Tide Mark oder Grenzlinie von 

der Mineralisationzone getrennt. Diese Tide Mark besteht aus parallel angeordneten 

Kollagenfibrillen, die über weitere Fibrillen sowohl mit der Radiärzone als auch mit der 

Mineralisationszone verankert sind. Die Tide Mark trennt die mineralisierte Knorpelmatrix vom 

Knorpelgewebe und scheint als Befestigung des Knorpelgewebes am Knochengewebe zu 

fungieren, indem sie Scherkräfte zwischen den Gewebeschichten abfängt (47). Zum anderen 

fungiert sie als Mineralisationsschranke zwischen kalzifiziertem und nicht-kalzifiziertem 

Knorpelgewebe (48). Oft wird die Mineralisationszone unterhalb der Tide Mark in der 

Einteilung vernächlässigt, sodass lediglich eine Einteilung in drei Knorpelschichten erfolgt; die 

oberflächliche Schicht, (upper zone), die mittlere Schicht der Radiärzone (middle zone) und 

die tiefe Schicht (deep zone) (30). 

Während in gesundem Knorpelgewebe die Integrität der EZM durch die artikulären 

Chondrozyten aufrechterhalten wird, kann es durch mechanische oder biochemische 

schädigende Einflüsse zu einer Dysbalance zwischen den katabolen und anabolen 

Stoffwechselvorgängen der EZM-Komponenten kommen. Die konsekutive Veränderung der 

Zusammensetzung der EZM führt zu einer Schädigung des Knorpels, die zunächst zu einer 

Knorpelaufweichung und -rissen, im Endstadium zu einem völligen Verlust der Knorpelmasse 

führen kann. Gleichzeitig kommt es zu einer reaktiven Hypertrophie des angrenzenden 

Knochengewebes, welche sich subchondral als Sklerosierung und an den 

Gelenkflächenkanten als Osteophyten manifestiert (23). Die Regenerationskapazität des 

hyalinen, artikulären Knorpels ist zum einen durch seine Avaskularität, zum anderen durch das 

fehlende Perichondrium begrenzt; Knorpelgewebe erfährt normalerweise durch 

Chondroblasten im Stratum cellulare des Perichondriums eine Regeneration durch 

appositionelles Wachstum. Da im hyalinen Gelenkknorpel jedoch kein Perichondrium und 

ausschließlich postmitotische, teilungsunfähige Chondrozyten vorhanden sind, ist dieses 

Gewebe äußerst vulnerabel gegenüber degenerativen Prozessen und erfährt kaum 

Regeneration (40). Das regenerativ gebildete Ersatzgewebe ist hierbei meist qualitativ 

minderwertiges fibrocartilaginäres Gewebe und kein vollfunktionales, hyalines Knorpelgewebe 

(49). 

Treibender Faktor in der Pathogenese der hyalinen Knorpeldegeneration sind die 

Chondrozyten, die im Rahmen einer pathologischen Aktivierung vermehrt Matrix-

degradierende Enzyme synthetisieren (23). Während der chondrozytäre Metabolismus unter 

physiologischen Bedingungen langsam vonstattengeht, erhöht sich der Umsatz unter 

pathologischen Bedingungen rapide und es kommt zur insuffizienten Bildung von EZM-

Bestandteilen (30). Des Weiteren kommt es zu einer Ablösung des Knorpelgewebes von der 

Synovialmembran des Gelenks, infolgedessen eine reaktive Synovitis entstehen kann. 

 



21 
 

Letztere führt wiederum zu einer Sekretion von inflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin- 

1 (IL-1) und TNF-α, welche die Knorpeldegeneration weiter unterstützen (23). Entzündliche 

Prozesse begünstigen außerdem die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies, die ihrerseits 

die Seneszenz und Apoptose von Chondrozyten beeinflussen und konsekutiv auch die 

Degradation der hyalinen EZM beschleunigen (50). Das Zusammenspiel aus 

stressinduzierten, intrazellulären Signalwegen sowie inflammatorischen und katabol 

wirkenden Zytokinen aus den synovialen Fibroblasten und den Chondrozyten führt zu einer 

vermehrten Synthese von Matrix-degradierenden Proteasen, den Matrix-Metalloproteasen 

(MMPs) sowie Proteasen der ADAMTS-Familie (a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs) (51). Es existieren zahlreiche ADAMTS, die im Knorpelgewebe 

exprimiert werden und am anabolen und katabolen Stoffwechsel des Gewebes beteiligt sind. 

Einige dieser ADAMTS haben außerdem einen Einfluss auf die Proliferation und 

Differenzierung von Chondrozyten. Studien haben gezeigt, dass sich die Expression von 

ADAMTS in von OA betroffenem Knorpel von gesundem Knorpelgewebe signifikant 

unterscheidet (52).  Die Induktion von MMPs und ADAMTS führt zu einem Abbau der EZM 

und zu einem vermehrten Anfall von EZM-Spaltprodukten, die wiederum die synoviale 

Entzündungsreaktion und so die Degradierung der EZM verstärken. Des Weiteren kommt es 

zu einer vermehrten Aktivierung von anabolischen Faktoren, wie knochenmorphogenetischer 

Proteine (bone morphogenetic proteins, BMPs) und dem Zytokin TGF-β, welche zu einer 

hypertrophen Knochenneubildung in Form von Osteophyten beitragen. Durch eine vermehrte 

Synthese von vaskulären endothelialen Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth 

factor, VEGF) kommt es außerdem zu einer verstärkten Angiogenese des subchondralen 

Knochens (33). Durch Zytokine wie IL-1, Interleukin-6 (IL-6) oder TNF-α wird die Synthese 

verschiedener Transkriptionsfaktoren inklusive des nuclear factor-kappa-B (Nf-κB) induziert, 

welche wiederum die Entzündungsreaktion im Gewebe verstärken und die Proliferation und 

Apoptose von Chondrozyten beeinflussen (Abb. 4, 33). 
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Abb. 4: Schematische Darstellung zellulärer pathogenetischer Vorgänge bei OA durch 

mechanische und biochemische Reize. Mechanische Kräfte schädigen das Knorpelgewebe und 

beeinträchtigen die Integrität der EZM. Außerdem induzieren sie eine synoviale Entzündungreaktion, 

die zur Synthese von Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) führt. 

Chondrozyten bilden reaktiv verschiedene Transkriptionsfaktoren (TFs) wie den nuclear factor-kappa-

B (NF-κB), welche die Entzündungsreaktion verstärken und die Proliferation und Apoptose von 

Chondrozyten beeinflussen. Durch Zytokine werden verschiedene Matrix-Metalloproteasen (MMPs) 

und Proteasen der ADAMTS-Familie (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) 

aktiviert, die den Abbau von EZM-Komponenten unterstützen. Diese Abbauprodukte unterhalten die 

synoviale Entzündungsreaktion. Durch die inflammatorisch vermittelte Synthese von 

knochenmorphogenetischen Proteinen (bone morphogenetic proteins, BMPs) und dem Zytokin 

Transforming growth factor beta (TGF-β) kommt es zur hypertrophen Bildung von Osteophyten. Der 

von Chondrozyten sezernierte Hypoxie-induzierte Faktor 1-alpha (HIF-1α) steuert eine vermehrte, 

VEGF-vermittelte (vascular endothelial growth factor) Angiogenese im subchondralen Knochen. 

Angepasst übernommen aus (33). 

 

 

 

2.3 Zytoskelett und Mechanotransduktion 

 

Zellen innerhalb eines Gewebes sind über das Zytoskelett, welches aus Aktin- und 

Intermediärfilamenten sowie Mikrotubuli besteht, untereinander und mit der EZM verbunden 

(53).  Diese Polymere bilden ein dreidimensionales Netzwerk, welches dem Zellverband zum 

einen mechanische Stabilität verleiht, zum anderen die intrazelluläre und extrazelluläre 

  



23 
 

Kommunikation ermöglicht. Auch die aktive Zellmotilität, Endozytose, Zellteilung, die 

Mechanotransduktion, und der intra- sowie extrazelluläre Transport von Molekülen wird über 

das Zytoskelett vermittelt (53). Um diese Variabilität an Funktionen erfüllen zu können, 

verfügen die verschiedenen Bestandteile des Zytoskeletts über unterschiedliche mechanische 

und dynamische Eigenschaften. So ist unter anderem die Steifigkeit und damit die 

Persistenzlänge P der einzelnen Proteine unterschiedlich und reicht von wenigen hundert 

Nanometern bei Intermediärfilamenten über etwa 10 µm bei Aktinfilamenten (AF) bis zu 

mehreren Millimetern bei Mikrotubuli (54). Außerdem unterliegt das Netzwerk des Zytoskeletts 

einem ständigen, bedarfsgerechten Auf- und Abbau, bei dem die schnelle Polymerisation und 

Depolymerisation der einzelnen Bestandteile durch spezielle Begleitproteine der jeweiligen 

Filamente reguliert wird und sich so intra- und extrazellulären Stimuli anpassen kann (53). Die 

Komplexität des Zytoskelett-Netzwerkes durch seine Zusammensetzung aus mehreren 

Bestandteilen und die Dynamik der einzelnen Polymere bewirken, dass sich das Zytoskelett 

wechselnder mechanischer Belastung optimal anpassen kann. 

Mithilfe von Begleitproteinen verleiht ein subkortikal gelegenes Aktinnetz aus parallel zur 

Membran verlaufenden Aktinfilamenten dem unterhalb der Plasmamembran gelegenen 

Zytoplasma eine feste, formgebende Struktur, welche der Stabilisierung der Zellmembran 

dient (40).  Außerdem sorgt dieses subkortikale Aktinnetz für eine Fixierung von 

Transmembranproteinen und dient somit der Sicherung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Kontakten (40). Die Aktinfilamente des Zytoskeletts, aufgrund des geringen Durchmessers von 

ca. 7 Nanometern (nm) auch Mikrofilamente genannt, bestehen aus α-, β- und γ-Aktin-

Isoformen, wobei α-Aktine ausschließlich in Muskelzellen vorkommen, während β- und γ-

Aktin-Isoformen auch in anderen, nichtmuskulären Zellen auftreten (55). Durch Polymerization 

und Depolymerization des Aktinskeletts kann ein rascher Umbau des Aktinnetzes und somit 

der Zellform hervorgerufen werden, um auf variierende Umgebungsfaktoren zu reagieren. 

Abhängig von der Geschwindigkeit dieser Vorgänge können sowohl Einstülpungen als auch 

Ausbuchtungen der Zellmembran hervorgerufen und Vorgänge wie Endo- oder Exozytose 

ermöglicht werden. Aktin hat so eine Schlüsselfunktion in der Zell-Zell-Kommunikation, 

Zelladhäsion, Muskelkontraktion, Zellteilung und intrazellulärem Transport inne (56, 57). Der 

Umbau des Aktinskeletts wird durch zahlreiche Aktin-bindende Proteine (ABPs) reguliert. 

Hierbei sind spezifische Proteine für unterschiedliche Polymerisationsschritte zuständig. Die 

Verlängerung der Aktinmonomere wird unter anderem durch Formin ermöglicht, die 

Aufspaltung längerer Filamente durch Cofilin und die Vernetzung (cross linking) mehrerer 

Aktinfilamente durch ABPs wie Fimbrin, α-Actinin oder Filamin (58).  Intermediärfilamente sind 

ubiquitär vorkommende Proteine, die durch über 70 verschiedene Gene kodiert werden. Sie 

besitzen typischerweise einen Durchmesser von 10 nm und können anhand ihrer Struktur in 

fünf verschiedene Typen unterteilt werden, von denen Typ 1 bis 4 zytoplasmatisch 
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vorkommende Intermediärfilamente darstellen und Typ-5-Filamente nukleär lokalisiert sind. 

(59). Die verschiedenen Intermediärfilment-Typen sind gewebsspezifisch und erfüllen je nach 

Gewebe verschiedene funktionelle Anforderungen. Während Typ 1 und 2 Keratine darstellen, 

die vor allem in epithelialem Gewebe vorkommen, besteht Typ 3 unter anderem aus Vimentin 

und Desmin. Typ 4 enthält vor allem Intermediärfilamente des Nerven- und Muskelgewebes 

und Typ 5 die Lamine des Nucleus (60). Im hyalinen Knorpelgewebe bilden Vimentinfilamente 

die wichtigsten Intermediärfilamente (40). Intermediärfilamente bestehen in der Regel aus α-

helikalen, antiparallel angeordneten Doppelsträngen, die sich zu Tetrameren 

zusammenlagern (61). Sie sind sowohl untereinander, als auch mit den anderen Komponenten 

des Zytoskeletts und Zell-Matrix-Kontakten wie Desomosen und Hemidesmosomen vernetzt. 

Hierbei regulieren verschiedene Begleitproteine wie Desmin, Filamin C und Plektin die 

Bindung zwischen anderen Intermediärfilamenten, dem Aktinnetz und dem 

Mikrotubulussystem. Mutationen dieser Proteine können zu einer Vielzahl von Haut- oder 

Muskelpathologien führen (62). Der Auf- und Abbau der Intermediärfilamente wird 

hauptsächlich durch Phosphorylierungskaskaden reguliert (63). Intermediärfilamente bilden 

ein passives, zelluläres Stützgerüst und können unter dem Einfluss von mechanischen Kräften 

eine Konformationsänderung untergehen, die die Integrität der Zellstruktur auch bei 

mechanischem Stress erhalten kann (64). Durch ihre Eigenschaften und Vernetzungen tragen 

Intermediärfilamente zu der mechanischen Festigkeit des Zytoskeletts und damit des 

Zellverbandes bei und spielen eine essentielle Rolle in der Vermittlung von Zell-Zell- und Zell-

Matrix-Kontakten (65). Die größten Bestandteile des Zytoskeletts bilden die Mikrotubuli, die 

einen Durchmesser von ca. 25 nm besitzen und eine Länge von bis zu über 100 µm erreichen 

können (66). Sie fungieren zum einen als mechanische Stütze, zum anderen dienen sie 

mithilfe der Motorproteine Kinesin und Dynein als dynamische Transportwege für Moleküle 

und Zellorganellen. Aufgebaut sind sie aus α- und β-Tubulin, die sich zu Dimeren 

zusammenlagern. Mithilfe zahlreicher stabilisierender und destabilisierender Proteine wird die 

dynamische Polymerisierung und Depolymerisierung des Mikrotubulusnetzwerkes in 

Abhängigkeit intra- und extrazellulärer Stimuli reguliert (66). Weiterhin inserieren zahlreiche 

Transmembranproteine am Zytoskelett und verbinden so benachbarte Zellen eines Gewebes 

miteinander. Die relevantesten dieser Zellkontakte stellen Haft-, Verschluss- und 

Kommunikationskontakte dar. Bei einem Adhäsionskontakt zweier benachbarter Zellen 

fungieren Cadherine als Ca2+-abhängige Transmembranproteine und binden über ihre 

extrazelluläre Domäne an ein entsprechendes Cadherin der Nachbarzelle (67). Zusätzlich 

fungieren Cadherine als Mediatoren bei einer Vielzahl von zellulären Vorgängen wie 

Proliferation, Apoptose und Zelldifferenzierung (68). Bei adhäsiven Zell-Matrix-Kontakten wird 

eine Verbindung zwischen der EZM und dem Zytoskelett über Integrine hergestellt. Hierbei 

fungieren Integrine nicht nur als mechanische Verankerung, sondern auch als funktionelle 
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Verbindung zwischen der EZM und intrazellulären Signalwegen. Durch die Aktivierung und 

Inaktivierung von Integrinen wird diese Mediatorrolle reguliert und Aspekte wie 

Zellverankerung, -adhäsion und -ausrichtung beeinflusst (69). Abhängig von der Polymerart 

des Zytoskeletts, welche an den Haftkontakt gebunden ist, werden diese Adhärens-Kontakt 

oder Desmosom genannt.  Während Adhärens-Kontakte an das subkortikal gelegene 

Aktinnetz gebunden sind, sind Desmosomen an intrazellulär gelegenen Intermediärfilamenten 

verankert. Bei Zell-Matrix-Kontakten sind die transmembranären Integrine bei 

Hemidesmosomen an Intermediärfilamente, bei Fokaladhäsionen an Aktinfilamente gebunden 

(40, 44). Durch die mechanische Verankerung der Zellen untereinander sowie der Zellen mit 

der umgebenden EZM können mechanische Kräfte, die auf das Gewebe wirken, auf alle 

Gewebszellen übertragen werden. Als Reaktion auf etwaige mechanische Einflüsse auf den 

Zellverband werden außerdem zusätzliche fokale Adhäsionen gebildet, die über Integrine das 

intrazelluläre Aktinnetz mit der EZM verbinden und die Weitergabe dieser mechanischen 

Informationen nach intrazellulär sowie an benachbarte Zellen verstärken (70). Durch ein den 

Zellkern umspannendes Aktinnetz, die sogenannte perinukleäre Aktinkappe (actin cap), wird 

die direkte Übertragung des mechanischen Signals auf den Zellkern ermögicht und die 

Genexpression der Zelle beeinflusst (71). Der Zellkern ist zusätzlich über sogenannte LINC-

Komplexe (linker of the nucleoskeleton and cytoskeleton) mit dem Filamentgerüst der Zelle 

verbunden und wird so direkt von der Übertragung mechanischer Impulse auf die Zelle 

beeinflusst (72). Diese Übersetzung mechanischer Reize in biochemische 

Stoffwechselvorgänge nennt sich Mechanotransduktion und bildet die Grundlage für die 

Adaption eines Zellverbands an sich ändernde Bedingungen des extrazellulären Milieus und 

variabler Anforderungen an die Form und Stoffwechsellage von Zellen. Hierbei werden durch 

mechanische Reize intrazelluläre Signalketten initiiert („Signaling“), welche Einfluss auf 

Stoffwechselvorgänge, den Umbau des Zytoskeletts und die Genexpression der Zelle haben 

(70). Als Folge kann die Zelle auf extrazelluläre Vorgänge mit Formänderung, Zellmigration, 

Proliferation Differenzierung oder Apoptose reagieren (70). Weiterhin essentiell für eine 

optimale Zell-Matrix-Interaktion ist die spezifische Zusammensetzung der PZM, welche sich 

biochemisch und biomechanisch von dem Aufbau der EZM unterscheidet. Hierbei findet sich 

vor allem eine höhere Konzentration an Kollagen Typ VI, Perlecan, Aggrecan-Monomeren, 

und HA (73). Zahlreiche Studien suggerieren, dass die Integrität der PZM essentiell für die 

Chondrozytenfunktion ist und bereits initiale OA-Stadien eine Änderung der PZM-

Zusammensetzung aufweisen können (74).  Die Mechanotransduktion ist außerdem 

maßgeblich an der Aufrechterhaltung und Regulation der Gewebshomöostase beteiligt. Eine 

Fehlregulation ist oft mit einer Erkrankung verbunden (75). Aus diesen Gründen ist ein 

genaueres Verständnis der mechanosensitiven Vorgänge innerhalb des Knorpelgewebes von 

großem Interesse, um die Pathogenese der OA zu analysieren. 
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2.4 Calcium-abhängige Proteine im Gelenkknorpel 

 

Wie bereits belegt, verändert sich der Metabolismus der im Knorpel enthaltenen Chondrozyten 

durch mechanische Belastung. Dies kann sowohl in einem verstärkten Katabolismus als auch 

Anabolismus resultieren (76). Ein wichtiger Faktor bei der Mechanotransduktion im 

Zellverbund der Chondrozyten ist unter anderem der intrazelluläre second messenger Calcium 

(Ca2+, 77). Ca2+ fungiert hierbei als Schlüsselmolekül, welches diverse zelluläre Prozesse wie 

Stoffwechsel, Proliferation oder Mechanotransduktion innerhalb des Zellverbundes reguliert 

(78). Auch für die zelluläre Kommunikation zwischen Chondrozyten scheint Ca2+ eine wichtige 

Rolle zu spielen, die mittels spontaner Änderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

unabhängig von extrinsischen Stimuli aufrechterhalten wird (79). 

Die Änderung intrazellulärer Ca2+-Spiegel (Ca2+-Signaling) ist eine der frühesten und 

grundlegendsten Reaktionen von Chondrozyten auf mechanische Stimuli (80). Es konnte 

gezeigt werden, dass der Ca2+-Influx über den mechanosensitiven TRPV4-Kanal (transient 

receptor potential vanilloid 4-Kanal) eine große Rolle bei der anabolen und katabolen Reaktion 

der Chondrozyten auf mechanische Belastung hat (81). Dieser TRPV4-Kanal ist vor allem in 

der Zellmembran von Chondrozyten im Gelenkknorpel exprimiert und regelt den Ca2+-Einstrom 

aus dem Extrazellulärraum in die Chondrozyten. Neben dem TRPV4-Kanal existieren weitere 

transmembranäre Ca2+-Kanäle, die durch mechanische Stimulation für einen Influx von Ca2+-

Ionen verantwortlich sind (mechanosensitive channels, MSCs) (82). Der intrazelluläre Ca2+-

Spiegel kann jedoch nicht nur über Ionenkanäle in der Zellmembran reguliert werden, sondern 

auch über den zelleigenen Ca2+-Speicher, das sogenannte endoplasmatische Retikulum (ER). 

Dieser Ca2+-Strom wird in der Regel über einen second-messenger-Mechanismus gesteuert, 

welcher bei einem intrazellulären Ca2+-Abfall ausgelöst wird. Hierbei bindet Inositol-1,4,5-

triphosphat (IP3) an einen Rezeptor in der Membran des ER, den sogenannten IP3-Rezeptor. 

Dies führt zu einem Ausstrom von Ca2+ aus dem ER in den Intrazellulärraum (Abb. 5, 83). 

Studien haben gezeigt, dass sowohl der extrazelluläre Ca2+-Influx als auch die 

Molekülverschiebungen aus dem zelleigenen Ca2+-Speicher essentiell für die Ca2+-basierte 

Kommunikation zwischen Chondrozyten und somit die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts 

des EZM-Metabolismus ist und ein Wegfall einer dieser Komponenten unmittelbar die 

Homöostase zwischen Auf- und Abbau der EZM beeinträchtigt (84, 85). Für ein fundiertes 

Verständnis der Pathogenese der OA ist es demnach interessant, Schlüsselkomponenten des 

intrazellulären Ca2+-Haushalts in Chondrozyten zu determinieren und deren Rolle in von OA 

betroffenem Knorpelgewebe zu untersuchen.  
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2.4.1. Thrombospondine 

 

Thrombospondine (TSP) sind extrazellulär gelegene, Ca2+-bindende Glykoproteine, die mit 

Zelloberflächen, Wachstumsfaktoren, Zytokinen und EZM-Komponenten interagieren können 

und somit eine wichtige Rolle in der Wundheilung, Angiogenese, EZM-Organisation, Zell-Zell- 

und Zell-Matrix-Interaktion spielen (86). In der Familie der TSP existieren die Unterformen 

TSP-1 bis TSP-5, wobei sie abhängig von ihrer Struktur in Untergruppen klassifiziert werden 

(Abb. 5);  

 

 

 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Struktur der TSPs. Die Unterteilung in die Subgruppen A 

und B basiert auf der unterschiedlichen molekularen Struktur sowie der Oligomerisierung der einzelnen 

TSPs; während TSP-1 und TSP-2 in Homotrimeren vorliegen, formen TSP-3 TSP-4 und TSP-5 

Homopentamere. Dem N-terminalen Ende (N-terminal domain, NTD) folgt in beiden Subgruppen eine 

coiled-coil-Oligomerisierungsdomäne. In Subgruppe A schließt sich ein Prokollagen, auch von-

Willebrand-Faktor-ähnliche Domäne genannt, und 3 Typ-1-Wiederholungen (Typ-1-Repeats) an. Die 

homologe Region aller TSPs besteht schließlich aus Typ-2-Repeats (auch EGF-like repeats genannt), 

Ca2+-bindenden Typ-3-Repeats und schließlich dem C-terminalen Ende (C-terminal domain, CTD) (87). 

Angepasst übernommen aus (87). 

TSP-1 und TSP-2 werden demnach der Subfamilie A, TSP-3, TSP-4 und TSP-5 der Subfamilie 

B zugeordnet (87). Abhängig von der TSP-Unterform und dem Zelltyp des jeweiligen Gewebes 

haben sie spezifische Einflüsse auf den Zellmetabolismus, das Zytoskelett und die 

Zusammensetzung der EZM (88). Die verschiedenen TSPs haben einen essentiellen Einfluss 
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auf Zellen der Immunantwort sowie auf molekulare Vorgänge bei Inflammation, Angiogenese 

und dem Alterungsprozess von Zellen (89). 

Wie im Folgenden erläutert, sind sowohl TSP-1 als auch TSP-5 in artikulären Chondrozyten 

exprimiert und über ihre spezifischen Eigenschaften mit der Pathogenese der OA assoziiert.  

 

2.4.1.1 TSP-1 

TSP-1 ist ein antiangiogen wirkendes Protein, das unter anderem von Chondrozyten exprimiert 

wird (90, 91, 92). Über den endothelialen Rezeptor CD36 wirkt es inhibierend auf die VEGF-

induzierte Neubildung von Gefäßen (93). Es konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung des 

TSP-1-Spiegels im Knorpelgewebe durch gezielten Gen-Transfer sowohl eine vermehrte 

Angiogenese als auch inflammatorische Vorgänge inhibieren konnte (94). TSP-1 kann so im 

avaskulären Knorpelgewebe einen Schutz gegen pathologische Gefäßneubildungen bieten, 

welche eine essentielle Komponente bei den pathogenetischen Vorgängen der OA darstellen.  

Außerdem wirkt TSP-1 im Rahmen des Reparaturprozesses von geschädigtem 

Knorpelgewebe protektiv gegenüber einer hypertrophen Ossifikation des Knorpelgewebes und 

sichert somit eine effektive Regeneration des Knorpelgewebes (95). Durch die Bindung an 

verschiedene, membranständige Rezeptoren, zu denen auch die Integrine des Zytoskeletts 

gehören, ist TSP-1 außerdem maßgeblich an der Zell-Matrix-Interaktion beteiligt (96). In 

gesundem Knorpelgewebe wird TSP-1 vor allem in der profunden oberflächlichen und 

mittleren Zone der artikulären Knorpelschicht exprimiert (90). Bei schwach und mäßig 

ausgeprägter OA in frühen OA-Stadien konnte eine vermehrte Expression von TSP-1 durch 

die Chondrozyten beobachtet werden, während in stark von OA betroffenem Knorpelgewebe 

ein Abfall der TSP-1-Konzentration detektiert werden konnte (90, 91). 

 

2.4.1.2 TSP-5 

TSP-5, auch COMP (cartilage oligomeric matrix protein) genannt, ist ein mechanosensitives 

Protein, welches in artikulärem Knorpel durch chondrozytäre Synthese stark exprimiert wird, 

wobei mechanische Stimuli zu einer gesteigerten Expression führen (97).  Es stellt ein 

wichtiges Adapterprotein für die EZM des Knorpelgewebes und somit die 

Mechanotransduktion des Zellverbunds dar (98). TSP-5 bindet im artikulären Knorpel zum 

einen an Kollagen I, II und IX und beeinflusst so die Anordnung und Stabilität der EZM, zum 

anderen bindet TSP-5 weitere EZM-Komponenten wie Aggrecan und verschiedene GAGs und  

trägt somit zur Aufrechterhaltung der Gewebeintegrität bei (99). Viele Interaktionen von TSP-

5 sind Ca2+-abhängig und es konnte gezeigt werden, dass eine Mutation der Ca2+-

Bindungsstelle die Bindung von Ca2+-Ionen verringert und eine Konformations- und 

Funktionsänderung von TSP-5 nach sich zieht (99, 100, 101). Konsekutiv kann es zur  
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Ausprägung einer Pseudoachondroplasie (PSACH) oder einer epiphysialen Dysplasie (MED) 

kommen, welche sich unter anderem durch die frühzeitige Entwicklung einer OA auszeichnen 

(101, 102). TSP-5 ist das einzige Protein der TSP-Familie, welches mit der Pathogenese 

muskuloskelettaler Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wurde (99). Zahlreiche Studien 

zeigen, dass die TSP-5-Spiegel im Serum bei Vorliegen einer OA erhöht sind und proportional 

mit der Schwere der diagnostizierten OA sowie der Anzahl der betroffenen Gelenke korrelieren 

(103, 104, 105, 106). TSP-5 bietet daher vielversprechende Eigenschaften, um als Biomarker 

für die Diagnostik, den Verlauf und die Beurteilung von Therapieerfolgen bei OA genutzt zu 

werden (107). In gesundem Knorpelgewebe ist eine gleichmäßige Verteilung von TSP-5 in der 

intraterritorialen EZM mit einer verstärkten Expression in den tieferen Knorpelschichten zu 

detektieren, während in von OA betroffenem Knorpelgewebe, vor allem die oberflächlichen 

Knorpelschichten über eine vermehrte TSP-5-Expression verfügen und die tieferen Schichten 

wenig bis kein Vorkommen von TSP-5 aufzeigen (108). In mäßig degradiertem 

Knorpelgewebe zeigt sich zunächst ein quantitativer Abfall der TSP-5-Expression, während in 

stark von OA betroffenem Knorpelgewebe eine gesteigerte, perizellulär akzentuierte 

Reexpression von TSP-5 als mögliches Zeichen dafür gedeutet werden kann, dass TSP-5 so 

der weiteren Degradierung der EZM entgegenwirken soll (109). 

 

2.4.2. STIM1 

 

STIM1 (stroma interaction molecule 1) ist ein Ca2+-bindendes Protein der ER-Membran und 

reguliert über eine Interaktion mit dem in der Zellmembran gelegenen Ca2+-Ionenkanal ORAI1 

den Ca2+-Spiegel im Intrazellulärraum (110). Bei einem Abfall des Ca2+-Spiegels im ER, also 

dem Absinken der intrazellulären Ca2+-Speicher, wird STIM1 vermehrt aktiviert, woraufhin es 

eine Konformationsänderung erfährt und ORAI1-Proteine bindet und aktiviert (Abb. 6, 111). 

Diese bilden eine funktionelle Einheit mit transmembranären CRACs (Ca2+-release activated 

Ca2+-Channels) und öffnen diese. Hierdurch kommt es im Rahmen des sogenannten store 

operated-Ca2+ entry (SOCE) zu einem vermehrten Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum 

in die Zelle und zu einer erneuten Saturierung der intrazellulären Ca2+-Speicher (112). STIM1 

spielt demnach eine essentielle Rolle für den Ca2+-Haushalt von Zellen und fungiert als Sensor, 

um einem Abfall des intrazellulären Ca2+-Speichers durch einen extrazellulären Influx 

entgegenzuwirken (113).  
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Abb. 6: Schematische Darstellung der strukturellen Dynamik bei STIM1-Aktivierung durch ein 

Absinken der intrazellulären Ca2+-Speicher. Bei gefüllten Ca2+-Speichern ist STIM1 inaktiviert. Die N-

terminalen Domänen (NTD) der STIM1-Moleküle liegen im Lumen des ER und fungieren als Sensor für 

die dortige Ca2+-Konzentration. Die C-terminalen Domänen (CTD) erfüllen die entsprechende Funktion 

für den Ca2+-Spiegel des Zytoplasmas. Sind die Ca2+-Speicher im ER saturiert, bindet Ca2+ an eine EF-

Hand (EFh) nahe der NTD und stabilisiert die inaktive Konformation des STIM-Moleküls. Bindet nun 

extrazellulär ein Ligand und aktiviert über Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) die 

Phospholipase C (PLC), setzt diese IP3 frei und es kommt über den IP3-Rezeptor zu einem Ausstrom 

von Ca2+-Ionen aus dem ER ins Zytoplasma. Durch diese Depletion des intrazellulären Ca2+-Speichers 

im ER untergeht STIM1 aufgrund der Dissoziation von Ca2+ von der EFh einer Konformationsänderung. 

Es kommt zu einer Dimerisierung mit einem benachbarten STIM1-Molekül und der Bindung von ORAI1 

im Bereich der STIM1-ORAI1-aktivierenden Region (SOAR) (111). Angepasst übernommen aus (111). 

 

STIM1 beeinflusst weiterhin das Gleichgewicht des Umsatzes von Knochengewebe, indem es 

einerseits die Differenzierung von Osteozyten zu Osteoblasten und damit den Aufbau von 

Knochensubstanz unterstützt und andererseits die resorptive, knochenabbauende Funktion 

von Osteoklasten reguliert (114). Auch für chondrogene Zellen konnte nachgewiesen werden, 

dass STIM1 und ORAI1 einen Einfluss auf den intrazellulären Ca2+-Spiegel und somit wichtige 

Ca2+-abhängige Signalwege haben und durch eine Inhibierung des SOCE die Proliferation von 

Chondrozyten gestört wird (115, 116). Bei der Pathogenese der OA spielt STIM1 eine wichtige 

Rolle bei der Histamin-vermittelten Erhöhung des Ca2+-Einstroms in Chondrozyten; im 

Rahmen des inflammatorischen Geschehens bei OA ist der Histamin-Spiegel durch  
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Mastzellsekretion erhöht. Hierdurch beeinflusst Histamin den durch STIM1 und ORAI1 

kontrollierten SOCE und somit die konsekutive Erhöhung des intrazellulären Ca2+-Spiegels 

(115, 117, 118). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass STIM1 an mehrere, 

multifunktionale TSPs binden kann. Hierbei ist unter anderem TSP-5 in der Lage, STIM1 zu 

regulieren und die Aktivierung der CRACs und somit den Ca2+-Einstrom in die Zelle zu 

beeinflussen (119). Aufgrund der zentralen Rolle von STIM1 bei der Regulation des Ca2+-

Spiegels und somit der Aufrechterhaltung Ca2+-abhängiger Signalwege, sowie der Interaktion 

von STIM1 mit dem Zytoskelett über TSPs, bietet eine weitere Untersuchung von STIM1 einen 

vielversprechenden Ansatz für ein detaillierteres Verständnis der Pathogenese der OA. 

 

2.4.3. Plastin-3 

 

Plastin-3 (PLS3) gehört zur Proteinfamilie der Plastine (auch Fimbrine genannt), welche über 

eine Ca2+-abhängige Bindung von F-Aktinfilamenten maßgeblich am Aufbau des Zytoskeletts 

und somit an der Mechanotransduktion, Zellmigration und Zelladhäsion beteiligt sind (120, 

121). Es existieren drei Unterformen, die sich anhand ihres Vorkommens in unterschiedlichen 

Gewebsarten charakterisieren lassen. Während PLS1 (I-Plastin) vor allem im 

Gastrointestinaltrakt und im Nierengewebe exprimiert ist und PLS2 (L-Plastin) in 

hämatopoetischen Zellen und Krebszellen vorkommt, ist PLS3 (T-Plastin) ein ubiquitär 

vorkommendes Protein solider Gewebe (120). PLS verfügen über zwei Aktin-bindende 

Domänen (ABDs) an ihrem C-terminalen Ende sowie zwei Ca2+-Bindungsstellen (Ca2+-BDs) 

an ihrem N-Terminus (Abb. 7, 122, 123).  

Gebundenes Ca2+ inhibiert die Bindung eines Aktinfilaments an die zweite Aktin-bindende-

Domäne und verhindert so die Bündelung zweier Aktinfilamente (121). Ca2+-Ionen fungieren 

demnach als wichtiger Regulationsmechanismus der PLS-Funktion. Sowohl Mutationen der 

Aktin- als auch der Ca2+-Bindungsstellen führen dementsprechend zu einer eingeschränkten 

Funktion von PLS3 (124) und einer konsekutiven Beeinträchtigung des Zytoskeletts. 

Zahlreiche Studien haben PLS3-Mutationen mit Knochenerkrankungen in Verbindung bringen 

können. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass PLS3-Mutationen, die bei Osteogenesis 

Impferfecta vorkommen, zu einer gestörten Ca2+-Regulation der Aktinfilamentbündelung 

führen und so an der Fehlformation des Knochengewebes beteiligt sind (125). PLS3-

Mutationen konnten außerdem als ursächlicher Faktor mit verschiedenen Formen von 

Osteoporose und pathologischen Frakturen in Verbindung gebracht werden, wobei die 

Ausprägung und der Schweregrad der Erkrankung abhängig von der Mutationsform ist (126, 

127, 128). Weiterhin konnte PLS3 als Regulator der Osteoklastenaktivität und somit als 

wichtiger Faktor in der Aufrechterhaltung der Homöostase des Knochenstoffwechsels  
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Abb. 7: A) Vereinfachte, schematische Darstellung der Struktur der Plastine. B) Schematische, 

Darstellung der Bindung von Ca2+ an die Ca2+-BD und jeweils eines Aktinfilaments (AF) an jede 

ABD. A) An die NTD der Plastine schließen sich zwei EFh an, welche als Ca2+-Bindungsstelle (Ca2+-

BD) fungieren. Es folgen zwei ABDs, welche aus je zwei repetitiven Calponin-ähnlichen Domänen 

(CalD1-4) bestehen (123). B) Exemplarische Darstellung der Bindung von Ca2+ an eine EFh und zwei 

AFs an die ABDs. Die Bindung von Ca2+ inhibiert die Bindung eines AF an die zweite ABD, reguliert so 

die Aktinbündelung und nimmt Einfluss auf die Strukturierung des Zytoskeletts (121). Angepasst 

übernommen aus (123). 

 

 

identifiziert werden (129). PLS3 ist aufgrund seiner Bindung an die motilen Aktinfilamente des 

Zytoskeletts außerdem in der Lage, lokale Lücken in der EZM durch Zellmigration und 

Membranprotrusion zu überbrücken und diese zu schließen (130), um so die Integrität der 

EZM zu sichern. Ob PLS3 maßgeblich an der Pathogenese der OA beteiligt ist, ist zurzeit nicht 

vollständig geklärt. Nachgewiesen wurde jedoch, dass PLS3 in Chondrozyten, die aus 

artikulärem Knorpelgewebe von Patienten mit primärer OA isoliert wurden, im Vergleich mit 

Chondrozyten von Patienten ohne nachgewiesene OA-assoziierte Veränderungen vermehrt 

exprimiert wird (131). Der Nachweis der Expression und Lokalisation von PLS3 in von OA 

betroffenem hyalinem Knorpelgewebe bietet also vielversprechende Ansätze, um mögliche 

Hinweise auf eine Beteiligung an der Pathogenese der OA zu erlangen.  
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2.5 Fragestellungen und Ziel der Arbeit 

 

Der Pathogenese der OA liegt oftmals eine erhöhte oder repetitive mechanische Belastung 

des hyalinen Knorpels zugrunde (132). Aus diesem Grund erweist es sich als sinnvoll, bei 

einer genaueren Analyse der molekularen Prozesse der OA-Entstehung Proteine zu 

untersuchen, die an der Mechanotransduktion des hyalinen Gelenkknorpels beteiligt sind. 

Obwohl TSP-1 und TSP-5 aufgrund ihrer Rolle bei der Zell-Matrix-Interaktion (96,99) und der 

Mechanotransduktion (135, 136) im Zellverband vielversprechende Kandidaten darstellen, um 

die Pathogenese der OA weitergehend zu untersuchen, ist die Rolle dieser Proteine bei der 

Entstehung und Aggravation der OA in der Literatur nicht eindeutig geklärt. Im Rahmen 

mechanosensitiver Vorgänge fungiert Ca2+ als wichtiger second messenger (77) und reguliert 

relevante zellulärer Vorgänge wie Proliferation, den zellulären Stoffwechsel sowie die 

interzelluläre Interaktion zwischen Chondrozyten (78, 79). Studien haben gezeigt, dass 

Chondrozyten auf mechanische Signale zunächst mit einer Steigerung des intrazellulären 

Ca2+-Spiegels reagieren (76). Der zentrale Einfluss von STIM1 auf den intrazellulären Ca2+-

Spiegel (113) und die Störung der Proliferation von Chondrozyten bei einer Inhibierung des 

STIM1 abhängigen SOCE (115, 116) bietet daher ebenfalls einen interessanten Ansatzpunkt 

für eine weitere Untersuchung dieses Proteins im Rahmen der Pathogenese der OA. Auch die 

nähere Untersuchung des Ca2+-abhängigen Proteins PLS3 erscheint sinnvoll, um ein 

detaillierteres Verständnis zellulärer Vorgänge im Rahmen der OA zu erlangen. Studien 

konnten zeigen, dass PLS3 in Osteoblasten (137), Osteoklasten (129) und Osteozyten (138) 

exprimiert ist und durch eine Mutation von PLS3 zahlreiche Erkrankungen des 

Knochengewebes begünstigt werden; so verursachen verschiedene PLS3-Mutationen 

unterschiedliche Osteoporose-Formen (126, 127). Außerdem gibt es Hinweise auf einen 

Einfluss von PLS3 auf die resorptiven Funktionen von Osteoklasten, auf die Mineralisierung 

von Knochengewebe (129) und die Mechanosensitivität von Osteozyten (126). Während die 

Rolle von PLS3 in humanem Knochengewebe zunehmender analysiert wurde, bestehen über 

die genaue Funktion, Expression und Lokalisation von PLS3 in humanem Knorpelgewebe 

vergleichsweise geringe wissenschaftliche Erkenntnisse. So ist für PLS3 bisher lediglich der 

Nachweis erbracht worden, dass es in isolierten Knorpelzellen aus von OA betroffenen 

Knorpelregionen vermehrt exprimiert wird (131), über die genaue Funktion und Verteilung von 

PLS3 in humanem Knorpelgewebe ist jedoch bisher wenig bekannt. Die Vermutung, dass bei 

einem Vorliegen von OA die Expression von PLS3 im gesamten Knorpelgewebe erhöht ist, 

liegt nahe und die genauere Untersuchung von PLS3 in humanem Knorpel stellt einen 

interessanten Ansatzpunkt dar, um eine Beteiligung dieses Proteins an der Pathogenese der 

OA zu untersuchen.  

 



34 
 

Ziel dieser Arbeit ist es, zum einen den Nachweis zu erbringen, dass die Proteine TSP-1, TSP-

5, STIM1 und PLS3 in von OA betroffenem Knorpel im direkten Vergleich mit niedrigeren OA-

Stadien vermehrt exprimiert werden. Zum anderen soll die Korrelation des OA-Stadiums mit 

dem Ausmaß der Expression sowie die Lokalisation dieser Proteine bestimmt werden. Um 

unterschiedliche OA-Stadien direkt miteinander vergleichen zu können, wurden für dieses 

Projekt Tibiaplateaus genutzt, bei denen die Gelenkflächen durch eine varische Beinachse 

einer unregelmäßigen Druckverteilung und -übertragung ausgesetzt waren. Wie bereits 

beschrieben, führt eine varische Beinachse zu einer Verschiebung der mechanischen 

Belastung zu Lasten des medialen Kompartiments des Kniegelenks und konsekutiv zu einer 

erhöhten Belastung der medialen Knorpelflächen (13, 133, 134). Demnach findet sich bei einer 

Varusgonarthrose eine stärkere Knorpeldegeneration im medialen und niedrigere OA-Stadien 

im lateralen Kompartiment (12, 14). Diese fokalen Diskrepanzen der Knorpeldegeneration 

bilden die Grundlage dafür, dass im Rahmen dieser Arbeit die Expression in unterschiedlich 

fortgeschrittenen OA-Stadien verglichen und im bestmöglichen Fall ein signifikanter 

Unterschied zwischen der Expression und Verteilung der Proteine in weniger und stärker 

degeneriertem Knorpelgewebe detektiert werden. Die Annahme ist hierbei, dass die medialen 

Knorpelareale, die einer höheren mechanischen Belastung ausgesetzt waren, eine vermehrte 

Expression von TSP-1, TSP-5-, STIM1 und PLS3 aufweisen, als die weniger belasteten, lateral 

gelegenen Knorpelflächen.  

Zusammenfassend ergibt sich die Hypothese, dass die Expression und Verteilung von STIM1, 

PLS3, TSP1- und TSP-5 eine Rolle in der Pathogenese der OA spielt und sich im direkten 

Vergleich von geringeren und höheren OA-Stadien voneinander unterscheidet. Mittels 

histologischer und immunhistochemischer Analyse der verschiedenen Bereiche im 

Tibiaplateau sollen deshalb folgende Fragen beantwortet werden:  

 

1) Wie ist die Lokalisation von STIM1 in humanem, von OA betroffenen artikulären Knorpel?  

2) Wie ist die Lokalisation von PLS3 in humanem, von OA betroffenen artikulären Knorpel?  

3) Wie verhalten sich Expressions- und Verteilungsmuster von STIM1, PLS3, TSP-1 und 

TSP-5 in Abhängigkeit der mechanischen Belastung in bereits stark von OA betroffenen 

und morphologisch weniger stark betroffenen Bereichen einer Probe?  

4) Gibt es eine Kolokalisation zwischen STIM1, PLS3 und TSP-1 bzw. TSP-5 in humanem 

Knorpel? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Materialien 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien wurden, falls nicht anders angegeben, von den 

Firmen Merck, Biozym, Fluka, Serva, Sigma-Aldrich, Roche oder VWR bezogen. Alle 

verwendeten Pufferlösungen wurden unter der Verwendung von vollentsalztem oder 

hochreinem, deionisiertem Wasser (Milli Q PF Plus System Millipore; MPure Q2 membra Pure) 

hergestellt. Die pH-Werte beziehen sich auf die bei Raumtemperatur eingestellten Werte. 

 

3.1.1. Allgemeine Pufferlösungen 

 

Tab. 1: Liste der verwendeten Pufferlösungen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lösung Zusammensetzung 

PBS (phosphate-buffered saline, pH 7,4) 140 mM NaCl 

10 mM KCl 

8 mM Na2HPO4 

2 mM KH2PO4 

TBS (tris-buffered saline) 150 mM NaCl 

50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

TBST (tris-buffered saline with Tween20) 150 mM NaCl 

50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

0,05% Tween-20 
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3.1.2. Verwendete Antikörper 

 

Alle verwendeten Primär- und Sekundär-Antikörper sind in den Tabellen 2 und 3 aufgelistet.  

 

Tab. 2: Liste der verwendeten Primärantikörper. Angegeben sind die entsprechenden 

Verdünnungen für die Immunhistochemiefärbung (IHC) und Immunfluoreszenzfärbung (IF). 

Antigen Spezies Hersteller/Referenz Verdünnung Gekoppelt an 

TSP-1 Maus MerckMillipore (BA24) 1:200 (IHC)  ungekoppelt 

TSP-5 Kaninchen (98) 1:1000 (IHC) ungekoppelt 

STIM1 Kaninchen Proteintech (11565-1-

AP) 

1:200 (IF) ungekoppelt 

PLS3 Kaninchen (139) 1:250 (IF) ungekoppelt 

 

 

Tab 3: Liste der verwendeten Sekundärantikörper. Angegeben sind die entsprechenden 

Verdünnungen für die Immunhistochemiefärbung (IHC) und die Immunfluoreszenzfärbung 

(IF). 

Antigen Spezies Hersteller/Referenz Verdünnung Gekoppelt an 

Maus IgG 

(Immunglobulin G) 

 Zytomed Plus HRP 

polymer anti-mouse 

(ZUC050-006)  

Gebrauchsfertig 

(IHC) 

HRP (horse 

radish 

peroxidase) 

Kaninchen igG  Zytomed Plus HRP 

polymer anti-rabbit 

(ZUC032-006)  

Gebrauchsfertig 

(IHC) 

HRP 

Kaninchen IgG 

(H+L) 

Ziege Thermo Fisher 

(Scientific Cat# A-

11034) 

1:1000 

(IF) 

AlexaFluor488 
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3.2 Methoden 

 

3.2.1. Gewebeproben 

 

Für diese Arbeit wurden 15 humane Tibiaplateaus verwendet. Es handelt sich um 

routinemäßig anfallende Resektate von Patienten, die aufgrund einer fortgeschrittenen 

primären Varusgonarthrose des Kniegelenks eine operative Versorgung mittels einer 

Totalendoprothese in der Klinik und Poliklinik für Orthopädie und Unfallchirurgie der Uniklinik 

Köln erhielten. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der 

Universität zu Köln genehmigt (Aktenzeichen 14-422, „Identification of biochemical and 

biomechanical markers of cartilage degeneration in the knee joint“, IBBM-CKJ) und eine 

schriftliche Einwilligung von den Patienten eingeholt. Es wurden ausschließlich vollständige 

Tibiaplateaus bestehend aus medialem und lateralem Kompartiment ohne sichtbare Artefakte 

von der Operation verwendet. Die Varisierung der Beinachse führt zu einer Verschiebung der 

Druckverteilung im Kniegelenk nach medial (13). Die damit verbundene Umverteilung der 

mechanischen Belastung zu Lasten des medialen Kompartiments des Kniegelenks, führt zu 

einer konsekutiven Mehrbelastung der medialen Gelenkfläche und dort somit zu höheren OA-

Stadien als bei der weniger belasteten lateralen Gelenkfläche (133). Die in dieser Arbeit 

verwendeten Gelenkflächen enthalten somit verschiedene Ausprägungen der 

Knorpeldegradierung, sodass der direkte Vergleich verschiedener OA-Stadien ermöglicht wird 

und die Verteilung der Proteine TSP-1, TSP-5, STIM1 und PLS3 in verschiedenen Stadien der 

Knorpeldegradierung beurteilt werden können.  

Die Tibiaplateaus wurden für 48 h in 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschließend 

entkalzifiziert. Für die Entkalzifizierung wurden die einzelnen Plateaus über 8 Wochen bei 37° 

in 0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA) inkubiert. Das EDTA wurde wöchentlich gewechselt. 

Im Anschluss an diese achtwöchige Entkalzifizierung wurden die einzelnen Tibiaplateaus 

zweimalig für 10 min in PBS-Puffer (phosphate-buffered saline) gewaschen. Pro Tibiaplateau 

wurden mittels eines Knochenentnahmesets (Arthrex ® AR-1981-10H) jeweils vier mediale 

und vier laterale zylindrische Proben mit einem Durchmesser von ca. 1 cm entnommen. Die 

Anordnung der Entnahmestellen erfolgte sowohl medial als auch lateral einmal anterior (B, F) 

und posterior (C, G) sowie zum Mittelpunkt der Gelenkfläche hin (A, E) und zur 

Gelenkaußenkante hin (D, H) und ist im Folgenden exemplarisch aufgeführt (Abb. 8). Für diese 

Arbeit wurden lediglich die Gewebeproben aus den Entnahmestellen A, B und C sowie E, F 

und G von insgesamt 15 verschiedenen Tibiaplateaus verwendet. Insgesamt ergab dies eine 

Summe von 90 Gewebeproben. Somit konnten unterschiedliche Stadien der Osteoarthrose in 

verschiedenen Regionen der Tibiaplateaus untersucht werden und mediale und laterale sowie 

anteriore und posteriore Regionen der Gelenkoberfläche verglichen werden.  
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Nach der Entnahme der einzelnen Gewebeproben aus den Tibiaplateaus wurden diese per 

Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und in Xylol geklärt. Hierfür wurden 

die Gewebeproben mithilfe eines Einbettautomaten (Citadel 2000, Thermo Fisher Scientific) 

nacheinander für jeweils 2 h in 70%, 80%, 90% und 96% Ethanol und dreimal für 1,5 h in 100% 

Ethanol inkubiert und anschließend jeweils für dreimal 45 min in Xylol gegeben (Tab. 4). Zuletzt 

wurden die Gewebeproben zunächst in Paraffin Typ 3 und Typ 6 inkubiert und zuletzt 

außerhalb des Einbettautomaten in Paraffin Typ 9 eingebettet.  

 

Tab. 4: Dehydrierung der Gewebeproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe und 

Klärung mittels Xylols. 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 70 % Ethanol 2 h 

2 80 % Ethanol 2 h 

3 90 % Ethanol 2 h 

4 96 % Ethanol 2 h 

5 100 % Ethanol 3 x 1,5 h 

6 Xylol 3 x 45 min 

7 Infiltration mit Paraffin Typ 3 4 h bei 60 °C 

8 Infiltration mit Paraffin Typ 6 6 h bei 60 °C 

 

 

 

Abb. 8: Resezierte Tibiaplateaus. A) Postoperativ vor Dekalzifizierung. B) Nach achtwöchiger 

Dekalzifizierung in EDTA. Bereits erfolgte Entnahme von acht zylindrischen Gewebeproben aus 

unterschiedlichen medialen und lateralen Regionen der Gelenkoberfläche. Die Regionen D und H 

wurden in dieser Arbeit nicht berücksichtigt (Abbildung erstellt durch Frau Dr. Juliane Heilig). 
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3.2.2. Herstellung von Gewebeschnitten 

 

Mithilfe eines Mikrotoms (Microm HM 355 S, Microm International) wurden aus den in Paraffin 

eingebetteten Gewebeproben 7 µm dicke Schnitte angefertigt. Die fertigen Gewebeschnitte 

wurden in einem Wasserbad mit 45 °C warmem Wasser aufgefangen. Dies dient der 

Streckung der Schnitte, bevor sie anschließend auf einen Objektträger (Superfrost Plus, 

Thermo Scientific) übertragen wurden. Hierbei wurden auf jeden Objektträger zwei Schnitte 

derselben Gewebeprobe platziert. Insgesamt wurden so von jeder Gewebeprobe aus den 

verschiedenen Bereichen der Tibiaplateaus jeweils 30 Schnitte auf 15 Objektträgern 

angefertigt. Somit ergab dies eine Summe von 2700 Gewebeschnitten. Diese wurden 

nachfolgend auf einer Wärmeplatte bei 37 °C über Nacht getrocknet und anschießend bei 

Raumtemperatur gelagert. 

 

3.2.3. Histologische Färbungen 

3.2.3.1 Entparaffinierung und Rehydrierung  

Um die Gewebeschnitte zugänglich für die entsprechenden Färbungen zu machen, mussten 

diese zunächst mittels Xylol sowie einer absteigenden Ethanolreihe entparaffiniert und 

rehydriert werden. Die einzelnen Schritte der Entparaffinierung und Rehydrierung können 

Tabelle 5 entnommen werden. 

 

Tab. 5: Schritte der Entparaffinierung und Rehydrierung der fixierten Gewebeschnitte 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Xylol 2 x 5 min 

2 Isopropanol 2 x 5 min 

3 Ethanol 96 % 5 min 

4 Ethanol 90 % 5 min 

5 Ethanol 70 % 5 min 

6 Aqua dest. 5 min 

 

 

3.2.3.2 Safranin-O/Fast-Green-Färbung 

Um die Degeneration der Knorpelproben histologisch mithilfe des OARSI-Scores (141) 

bewerten zu können, wurde eine Übersichtsfärbung der Gewebeschnitten mittels Safranin-O 

und Fast Green angefertigt. Der kationische Farbstoff Safranin-O färbt hierbei die anionischen 

Moleküle des hyalinen Gelenkknorpels, welche vor allem durch die Proteoglykane und  
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Glykosaminoglykane verkörpert werden. Die zusätzliche Gegenfärbung mit Fast-Green 

ermöglicht eine erhöhte Kontrastierung und somit verbesserte Darstellung der 

Gewebearchitektur. Durch die Färbung der Gewebeschnitte mittels dieser beiden Farbstoffe 

erhalten die anionischen Moleküle eine rötliche, der Hintergrund eine grünliche Farbe. 

Verwendet wurde hierfür eine Hämatoxylin-Lösung (Hämalaun nach Mayer), 1,0% Safranin-0 

sowie 0,02 % Fast Green (Tab. 6). Die Gewebeschnitte wurden zunächst für 5 min in der 

Hämatoxylin-Lösung inkubiert, anschließend durch viermaliges Waschen in destilliertem 

Wasser gereinigt, für 2 sec in 1,0 % Acid-Alkohol gegeben und wiederum dreimalig 

gewaschen. Danach wurden die Schnitte für 1 min in 0,02 % Fast Green Färbelösung 

gegeben, für 30 sec in 1,0 % Essigsäure und für 30 min in 1,0 % Safranin O inkubiert. Nach 

einem kurzen Waschvorgang und anschließender Inkubation für dreimal 1 min in 95 %igem 

Ethanol, wurden die Schnitte für zweimal 1 min in 100 %igem Ethanol und schließlich für 

zweimal 3 min in Xylol inkubiert (Tab. 7). Im Anschluss an die Dehydrierung mittels Ethanols 

(Schritte 8,9 und 10) und der Klärung mittels Xylols (Schritt 10) wurden die nun angefärbten 

Gewebeschnitte mit dem Eindeckmedium DPX (Dibutylphthalate polystyrene xylene, DPX 

Mounting Medium, Sigma 06522) und einem Deckglas abgedeckt und lichtgeschützt 

aufbewahrt. 

 

Tab. 6: Zusammensetzung der verwendeten Lösungen bei der histologischen Färbung 

mittels Safranin-O/Fast-Green. 

Verwendete Lösung Zusammensetzung Menge 

• Hämatoxylin-Lösung 

(Hämalaun nach Mayer) 

Hämatoxylin (Merck 1.04302.0025) 

Natriumjodat (Merck 1.06525.0100) 

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat 

(Fluka 60060) 

H2O 

Chloralhydrat (Merck 1.02425.0500) 

Citronensäure-Monohydrat (Merck 

1.00242.1000) 

1 g 

0,2 g 

50 g 

 

1 L 

50 g 

1 g 

1,0 % Acid-Alcohol Ethanol 70 % 

Salzsäure (36,5-38 %) 

500,0 ml 

5,0 ml 

0,02 % Fast Green Fast Green (CAS# 2353-45-9)  

Aqua dest. 

0.05 g 

250 ml 

1,0 % Essigsäure Ethanol 70% 

Essigsäure (acetic acid, glacial) 

100,0 ml 

1,0 ml 

1,0 % Safranin-O Safranin-O (CAS# 477-23-6) 

Aqua dest. 

2,5 g 

250,0 ml 
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Tab. 7: Schritte der histologischen Färbung mittels Safranin-O/Fast-Green 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Hämatoxylin-Lösung 

(Hämalaun nach Mayer) 

5 min 

2 Aqua dest. Kurzes Waschen (4x) 

3 1,0 % Acid-Alcohol 2 sec 

4 Aqua dest. Kurzes Waschen (3x) 

5 0,02 % Fast Green 1 min 

6 1,0 % Essigsäure 30 sec  

7 1,0 % Safranin O 30 min 

8 Ethanol 95 % Kurzes Waschen 

9 Ethanol 95 % 3 x 1 min 

10 Ethanol 100 % 2 x 1 min 

11 Xylol 2 x 3 min 

 

 

3.2.4. Immunhistochemische Färbungen 

3.2.4.1 TSP-1 und TSP-5 

Mithilfe von Antikörpern sollten TSP-1 und TSP-5 in den vorhandenen Gewebeschnitten 

nachgewiesen und lokalisiert werden. Hierfür wurden die Gewebeschnitte zunächst analog zu 

der unter 3.2.3.1. beschriebenen Methode entparaffiniert und rehydriert. Mittels eines 

enzymatischen Verfahrens wurden Hyaluronsäure und Proteine, die durch die Fixierung 

maskiert wurden, unter Verwendung eines Hyaluronidase- und eines Proteinase-K-Puffers 

(Tab. 8) demaskiert. Hierfür wurden die Gewebeschnitte zunächst für 5 min in TBS gewaschen 

und anschließend bei 37 °C für 15 min in 0,025 % Pepsin in 0,2 N HCl inkubiert. Dann wurden 

sie für 5 min in einen Hyaluronidase-Puffer gegeben. Danach wurden die Gewebeschnitte bei 

37 °C für 30 min in eine Hyaluronidaselösung gegeben, für 5 min in TBS gewaschen und 

anschließend bei 55 °C für 10 min in einer Proteinase-K-Lösung inkubiert. Es folgte ein 

weiterer fünfminütiger Waschvorgang in TBS. Nach der Demaskierung erfolgte zunächst die 

Inaktivierung der endogenen Peroxidase, um eine unspezifische Hintergundfärbung zu 

vermeiden. Dazu wurden die Schnitte für 10 min in 3 % H2O2 inkubiert. Anschließend erfolgten 

zwei Waschvorgänge mit TBS für jeweils 5 min. Um weitere unspezifische Bindungen der 

Primär- und Sekundärantikörper zu verhindern, wurden die Gewebeschnitte im Anschluss für 

5 min mit einer Blockierungslösung (Blocking Solution ZYTOMED System ZUC 007-100, 

100ml) inkubiert und wieder zweimalig mit TBS für je 5 min gewaschen (Tab. 9).  



42 
 

Tab. 8: Zusammensetzung der verwendeten Puffer bei der enzymatischen 

Demaskierung 

Verwendeter Enzympuffer Zusammensetzung Menge 

 Hyaluronidase Puffer NaH2PO4 

Natriumacetat (pH 5,0) 

100 mM 

100 mM 

Proteinase-K-Puffer  TrisHCl (pH 7,4) 

EDTA 

50 mM 

1 mM 

 

 

Tab. 9: Schritte der enzymatischen Antigendemaskierung und Inaktivierung der 

endogenen Peroxidase 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Waschen in TBS  5 min 

2 Pepsin (0,025 % in 0,2 N HCl) 15 min (bei 37 °C) 

3 Hyaluronidase-Puffer (pH 5,0) 5 min 

4 Hyaluronidase (500 U/ml, Sigma-Aldrich) 

→ Hyaluronidaselösung (50000 U/ml) im 

Verhältnis 1:100 in Hyaluronidasepuffer gelöst 

30 min (bei 37 °C) 

5 Waschen in TBS 5 min 

6 Proteinase K (10 µg/ml, Qiagen) 

→ Proteinase-K-Lösung (10 mg/ml) im Verhältnis 

1:1000 in Proteinase-K-Puffer gelöst 

10 min (bei 55 °C)  

7 Waschen in TBS 5 min 

8 3 % H2O2 10 min 

9 TBS 2 x 5 min 

10 Blocking Solution ZYTOMED System ZUC 007-

100, 100ml) 

5 min 

11 TBS 2 x 5 min 

 

 

Ferner erfolgte die Zugabe der Antigen-spezifischen Primärantikörper (siehe Tab. 2) Diese 

wurden in einer 1 % Bovinserumalbumin-Lösung (BSA) in TBS verdünnt, wobei für den TSP-

1-Antikörper eine Verdünnung von 1:200 und für den TSP-5-Antikörper eine Verdünnung von 

1:1000 gewählt wurde. Die Primärantikörper wurden über Nacht bei 4 °C auf den 

Gewebeschnitten belassen.  

Es folgt das zweimalige Waschen mit 0,05 % TBS-T für jeweils 5 min und das einmalige  
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Waschen mit TBS für 5 min. Anschließend wurden die Gewebeschnitte für 1 h bei 

Raumtemperatur mit den vom Hersteller gebrauchsfertig hergestellten Sekundärantikörpern 

inkubiert (siehe Tab. 3). Um eine unspezifische Bindung der Sekundärantikörper 

auszuschließen, erfolgte zusätzlich jeweils eine Negativkontrolle ohne Zugabe des 

Primärantikörpers. 

Anschließend wurden die Gewebeschnitte zweimal für 5 min in 0,05 % TBS-T und einmal für 

5 min mit TBS gewaschen. Um den pH-Wert der Schnitte dem Färbungsoptimum 

anzugleichen, folgte die Inkubation mit einer 0,01 M PBS-Lösung mit einem pH-Wert von 7,2 

für 2 min. Die Zusammensetzung dieser Lösung kann Tabelle 10 entnommen werden. Hierbei 

ist darauf zu achten, dass ein pH-Wert unter 7 zu einer schwächeren Färbung führt, während 

ein pH-Wert über 7,6 zu vermehrter, unspezifischer Hintergrundfärbung führt.  

Die Färbung der an die Antigene gebundenen Komplexe aus Primär- und Sekundärantikörpern 

konnten nun mittels Umsatzes eines HRP-Substrats durch die an den Sekundärantikörper 

gekoppelte HRP bewirkt werden. In diesem Fall wurde eine 1 % 3,3‘-Diaminobenzidin-Lösung 

(DAB) genutzt. Dieses DAB wird durch die Meerrettichperoxidase der Sekundärantikörper 

oxidiert und bildet so ein unlösliches Präzipitat eines braunen Farbstoffs. Die 

Zusammensetzung der dafür genutzten Färbelösung und ihrer Bestandteile können Tabelle 

10 entnommen werden. Nach mehrmaliger Probefärbung und Kontrolle unter dem 

Lichtmikroskop, wurde schließlich eine Färbezeit von 7 min festgelegt. Im Anschluss wurde 

der Färbeprozess durch das Waschen in H2O unterbrochen. Als Gegenfärbung zur Erhöhung 

des Kontrastes und somit der vereinfachten Detektion von angefärbten Bereichen  

 

Tab. 10: Zusammensetzung der verwendeten Lösungen für die immunhistochemische 

Färbung von TSP-1 und TSP-5 

 

 

Lösung Zusammensetzung Menge 

Färbelösung 0,01 M PBS (pH 7,2) 

3 % H2O2 

1 % DAB 

99,935 % 

0,05 % 

0,015 % 

0,01 M PBS (pH 7,2) NaH2PO4 

NaH2PO4  x H2O 

NaCl 

H20 

0,3 g 

0,062 g 

2,125 g 

250 ml 

1% DAB Diaminobenzidin (Fluka 32750) 

Aqua dest. 

37 % HCl 

0,1 g 

10 ml 

5 Tropfen 
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wurde die Hämatoxylin-Lösung nach Mayer genutzt (Tab. 3.2.3), welcher die Gewebeschnitte 

für 10 bis 15 sec ausgesetzt wurden. Nachdem die Gewebeschnitte mittels der DAB-Lösung 

gefärbt und mittels Hämatoxylins gegengefärbt wurden, wurden sie 15 min unter laufendem 

Leitungswasser gewaschen. Die Schritte der immunhistochemischen Färbung können Tabelle 

11 entnommen werden. Anschließend erfolgte die Dehydrierung mittels einer aufsteigenden 

Ethanolreihe und Xylol (Tab. 12), sowie die Abdeckung der gefärbten Schnitte mit dem 

Eindeckmedium DPX und einem Deckglas. 

 

Tab. 11: Schritte der immunhistochemischen Färbung von TSP-1 und TSP-5 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Primärantikörper (Tab. 2.1.2), verdünnt in 1 % 

BSA/TBS (TSP-1: 1:200; TSP-5: 1:1000) 

Über Nacht (bei 4 °C) 

2 0,05 % TBS-T  2 x 5 min 

3 TBS 5 min 

4 Sekundärantikörper (Tab. 2.1.3) 60 min 

(Raumtemperatur) 

5 0,05 % TBS-T 2 x 5 min 

6 TBS 5 min 

7 0,01 M PBS-Lösung (pH 7,2) 2 min 

8 1 % DAB 7 min 

9 H2O Kurzes Waschen 

10 Hämatoxylin nach Mayer 10-15 sec 

11 Laufendes Leitungswasser 15 min 

 

 

Tab. 12: Schritte der Dehydrierung der mittels Immunhistochemie gefärbten 

Gewebeschnitte 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Ethanol 70% 2 min 

2 Ethanol 90% 2 min 

3 Ethanol 96% 2 min 

4 Isopropanol 2 x 2 min 

5 Xylol 2 x 2 min 
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3.2.4.2 STIM1 und PLS3 

Für die Immunfluoreszenzfärbung der Proteine STIM1 und PLS3 wurden die Schnitte zunächst 

wie unter 3.2.3.1. aufgeführt entparaffiniert und dehydriert. Um die durch die Fixierung 

maskierten Antigene der Gewebeproben wieder zugängig für Antikörper zu machen, folgte 

eine Hitze-induzierte Form der Demaskierung. Die Zusammensetzungen der hierfür 

verwendeten Pufferlösungen sind in Tabelle 13 aufgezeigt. Die Schnitte wurden zunächst mit 

einem Natriumcitratpuffer (pH-Wert 6,0) für 60 min bei 60 °C inkubiert. Anschließend wurden 

sie unter laufendem Leitungswasser für 10 min gewaschen und zweimal 5 min in 0,025 % 

Triton-X-100 in TBS gegeben. Es folgte die Inkubation mit TBS für 5 min (Tab. 14).  

 

Tab. 13: Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen im Rahmen der Hitze-

induzierten Antigendemaskierung 

Verwendete Pufferlösung Zusammensetzung Menge 

10 mM Natriumcitratpuffer  

(pH 6,0) 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 

Aqua dest. 

Tween 20 

➔ Mittels der Zugabe von HCl 

wurde ein pH-Wert von 6,0 

eingestellt 

2,94 g 

1 L  

0,5 ml 

0,025 % Triton X-100 in 

TBS 

Triton X-100 

TBS 

0,25 ml 

1000 ml 

 

 

Tab. 14: Schritte der Hitze-induzierten Antigendemaskierung 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Natriumcitratpuffer (pH 6,0) 60 min (bei 60° C) 

2 Laufendes Leitungswasser 10 min 

3 0,025% Triton X-100 in TBS 2 x 5 min 

4 Waschen in TBS 5 min 

 

 

Es folgten zwei weitere Waschvorgänge mit TBS für jeweils 5 min an. Wie bereits bei den 

Färbungen von TSP-1 und TSP-5 wurde auch hier anschließend eine Blockierungslösung 

(Blocking Solution ZYTOMED System ZUC 007-100, 100ml) für 5 min auf die Schnitte 

gegeben, um unspezifische Bindungen der Primär- und Sekundärantikörper zu reduzieren. Es 

folgte erneutes Waschen mit TBS für zweimal 5 min (Tab. 9, Schritte 9 bis 11). 
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Nachfolgend wurden die jeweiligen Primärantikörper für STIM1 und PLS3 in 1 % BSA/TBS-

Lösung verdünnt. Für den STIM1-Primärantikörper wurde hierbei ein Verdünnungsverhältnis 

von 1:200, für den PLS3-Primärantikörper ein Verhältnis von 1:250 gewählt (Tab. 3.1.2). 

Anschließend wurden die Schnitte über Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgte der Waschvorgang 

mit 0,05 % TBST für zweimal 5 min und mit TBS für weitere 5 min. Der an den 

Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 gekoppelte Sekundärantikörper wurde in einem 

Verhältnis von 1:1000 in 1 % BSA/TBS-Lösung verdünnt (siehe Tabelle 3.1.3). Mit diesem 

erfolgte anschließend die Inkubation der Gewebeschnitte für 1 h bei Raumtemperatur. Ab dem 

Zeitpunkt der Beigabe des Sekundärantikörpers wurden die Gewebeschnitte stets 

lichtgeschützt bearbeitet und gelagert. Es folgte eine Inkubation der Schnitte mit 0,05 % TBST 

für zweimal 5 min und mit TBS für 5 min. Um nun die Zellkerne spezifisch anzufärben, wurde 

im nächsten Schritt 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) mit einer Ausgangskonzentration 

von 40 µg/ml genutzt. DAPI lagert sich spezifisch an A-T-reiche Sequenzen der DNA an und 

färbt auf diese Weise spezifisch Chromosomen an (140). Dieses wurde in einem Verhältnis 

von 1:100 in TBS verdünnt und für 4 min auf die Gewebeschnitte gegeben. Anschließend 

folgte ein letzter Waschvorgang der Schnitte in TBS für 5 min. Um etwaige Farbstoff- oder 

TBS-Rückstände anschließend zu entfernen, wurden die Objektträger kurz mit Leitungswasser 

gewaschen. Es folgte die Eindeckung der Gewebeschnitte mittels eines Eindeckmediums 

(Fluorescence Mounting Medium, Dako Omnis, Code GM304) und eines Deckglases. 

Anschließend wurden die gefärbten Gewebeschnitte lichtgeschützt und bei 4 °C gelagert. Die 

Schritte der Fluoreszenzfärbung können Tabelle 15 entnommen werden. 

 

Tab. 15: Schritte der Immunfluoreszenzfärbung von STIM1 und PLS3 

Schritt Verwendete Substanz Dauer 

1 Primärantikörper (Tab. 2.1.2), verdünnt in 1 % 

BSA/TBS (STIM1: 1:200; PLS3: 1:250) 

Über Nacht (bei 4 °C) 

2 0,05 % TBS-T  2 x 5 min 

3 TBS 5 min 

4 Sekundärantikörper (Tab. 2.1.3) 60 min 

(Raumtemperatur) 

5 0,05 % TBS-T 2 x 5 min 

6 TBS 5 min 

7 DAPI (1:100 in TBS) 4 min 

8 TBS 5 min 

9 Leitungswasser Kurzes Waschen 
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3.2.5. Analyse der gefärbten Gewebeschnitte 

 

Alle Gewebeschnitte, die mittels Safranin-O/FastGreen-Färbung oder immunhistochemischer 

Färbung gefärbt wurden, wurden anschließend anhand eines Mikroskops (Axiphot2, Carl 

Zeiss, Jena, Deutschland) und eines Computerprogramms (NIS Element, Nikon, Düsseldorf, 

Deutschland) digitalisiert. Hierbei wurden von den mittels Safranin-O/Fast-Green angefärbten 

Schnitten, sowie von den Schnitten, bei denen mittels immunhistochemischer Färbung die 

Proteine TSP-1 und TSP-5 visualisiert wurden, Übersichtsaufnahmen mit einer 2,5fachen 

Vergrößerung erstellt. Es wurden von den 15 Tibiaplateaus für jede der 6 Regionen A bis G 

jeweils eine Aufnahme des lateralen und medialen Schnittrandes sowie des mittig gelegenen 

Knorpels angefertigt, sodass jeweils das gesamte Knorpelgewebe inklusive des 

subchondralen Knochens abgebildet wurde. So wurden insgesamt pro Färbung jeweils 270 

Aufnahmen erstellt. Für die Gewebeschnitte, bei denen mittels fluoreszierender Farbstoffe die 

Lokalisationen von STIM1 und PLS3 gekennzeichnet wurden, wurden Aufnahmen in einer 

20fachen Vergrößerung aus der tiefen, der mittleren und der oberflächlichen Knorpelschicht 

angefertigt. Hierbei wurde von allen 15 Tibiaplateaus die Regionen A bis G aufgenommen und 

jeweils ein mittig gelegener Abschnitt des Knorpelschnittes gewählt. Die Aufnahmen der tiefen 

Knorpelschicht beinhalten stets die Tide Mark und das subchondrale gelegene 

Knochengewebe. Es wurden jeweils eine Aufnahme der mittels DAPI-Färbung blau 

fluoreszierenden Zellkerne der Chondrozyten hergestellt und eine weitere Aufnahme des 

gleichen Knorpelabschnitts angefertigt, um die mittels AlexaFluor488 grün fluoreszierenden 

Proteine STIM1 und PLS3 sichtbar zu machen. Anschließend wurde die Software ImageJ 

(Version 1.53, Wayne Rasband) genutzt, um die verschiedenen Fluoreszenzfärbungen 

übereinander zu legen und so einen Rückschluss auf die intra- oder extrazelluläre Lokalisation 

der Proteine herzustellen. Die jeweiligen Einstellungen des Mikroskops sowie der Software für 

die verschiedenen Färbungen können Tabelle 16 entnommen werden. 

 

Tab. 16: Einstellung des Mikroskops und der Software NIS Elements im Rahmen der 

Digitalisierung der gefärbten Gewebeschnitte 

Färbung Zoom Belichtungszeit(ms)  Helligkeit Kontrast Filter 

Safranin-O/Fast-

Green 

2,5x 11 1,20 - 1,70 enhanced blau 

DAB  

(TSP-1&TSP-5) 

2,5x 11 - 17 1,2 enhanced dunkelgrau 

Immunfluoreszenz 

(STIM1&PLS3) 

20x - DAPI:  125 -167 

- STIM1/PLS: 500-  

   1000 

- DAPI: 1,20 

- STIM1/PLS: 

  1,40 

medium -  



48 
 

3.2.6. Auswertung der Färbungen 

3.2.6.1 Histologisches Scoring 

Das verwendete Scoring-Verfahren für die Übersichtfärbung mit Safranin-O/Fast-Green 

basiert auf dem „OARSI cartilage OA histopathology grading system“ (141, 142), welches 

sowohl den Grad (grade) als auch das Stadium (stage) der Knorpelschädigung histologisch 

bewertet. Ziel des OARSI-Scores ist es, ein einheitliches Scoring-System zu entwickeln, 

welches die Morphologie von Knorpelgewebe hinsichtlich des Schädigungsausmaßes 

bewertet und bereits frühe OA-Stadien detektiert. So soll die literaturübergreifende 

Vergleichbarkeit der Terminologie sowie die Reproduzierbarkeit und Validität durch den 

OARSI-Score gewährleistet werden. Pritzker et al. bestimmten hierfür fünf grundlegende 

Prinzipien, um dies zu ermöglichen (141): 

- Einfachheit (simplicity) des Scores, um unabhängig von der Erfahrung des 

Untersuchers eine korrekte Anwendung und so die Reproduzierbarkeit gewährleisten 

zu können 

- Nutzbarkeit (utility) sowohl für klinische als auch experimentelle Studien 

- Skalierbarkeit (scalability) zur Korrelation des makroskopischen Befundes und der 

histopathologischen Morphologie des Knorpelgewebes 

- Erweiterbarkeit (extendability) des Scores um individuelle, zusätzliche Kriterien 

- Vergleichbarkeit (comparability) des OA-Scores mit Systemen zur histologischen 

Bewertung anderer knorpelbezogener Pathologien  

Der OARSI-Score basiert auf der Einteilung der Knorpelmorphologie in 6 Grade (grades), 

welche die Tiefe der Gewebsläsionen widerspiegeln. Zusätzlich wurden in dieser Arbeit die 

Zwischenstufen 1,5, 2,5, 3,5, 4,5, 5,5 und 6,5 vergeben, die von Pritzker et al. als optionale 

Erweiterung der histologischen Bewertung vorgesehen wurde (Tab. 17).   

Grad 0 entspricht hierbei einer intakten Knorpeloberfläche mit erhaltener Gewebemorphologie, 

normaler Matrixarchitektur und intakten, korrekt ausgerichteten Zellen. Bei der Vergabe des 

Grades 1 ist die Knorpeloberfläche ebenfalls intakt, es sind jedoch bereits fokale EZM-

Schädigungen in Form von Ödemen, Abrasionen oder Kondensation zu erkennen. Können 

zusätzlich hypertrophe, apoptotische oder proliferative Chondrozytencluster detektiert werden, 

liegt der Grad 1,5 vor. Diese Pathologien sind vor allem auf die oberflächliche Schicht des 

Knorpelgewebes beschränkt. Die kationische Färbung mit Safranin O ist in den oberflächlichen 

Knorpelschichten vermindert, da es zu einem zunehmenden Verlust von PG’s und Untergang 

von Chondrozyten kommt. Ab Grad 2 bestehen fokale Diskontinuitäten der Knorpeloberfläche, 

die im Falle eines teilweisen Verlustes des superfiziellen Knorpelgewebes mit einer Ablösung 

von Knorpelfragmenten bereits dem Grad 2,5 entsprechen. EZM-Risse können in diesem 

Stadium bis in die Tiefe der oberflächlichen Zone und die sich anschließende mittlere Zone 
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des Gewebes reichen. Zellveränderungen (Hypertrophie, Apoptose, Cluster, Verlust der 

korrekten Orientierung) können bis in die mittlere Zone detektiert werden. Zusätzlich wird eine 

weitere Abnahme der kationischen Färbung im gesamten oberen Drittel des Knorpelgewebes 

sichtbar. Grad 3 wird durch vertikale Fissuren des Gewebes bis in die mittlere Zone bestimmt. 

Sind diese Risse komplex oder verzweigt, wird der Grad 3,5 vergeben. Es kommt zunehmend 

zur EZM-Kondensation und -Rarefizierung bis in die mittlere Zone, verbunden mit 

zunehmenden Zellpathologien wie Apoptose, Desorientierung oder Clusterbildung. Die 

Färbbarkeit des Gewebes durch kationische Stoffe ist in den oberen zwei Knorpeldritteln 

vermindert. Grad 4 wird vor allem von Erosionen des Knorpelgewebes bestimmt, welche mit 

Delamination (Verlust der oberflächlichen Knorpelschicht) und Zystenbildung mit Verlust von 

EZM-Gewebe innerhalb der mittleren Zone einhergehen. Durch die Delamination des 

superfiziellen Gewebes wirkt die Knorpeloberfläche auffällig glatt, das angrenzende Gewebe 

zeigt jedoch die morphologischen Charakteristika von Knorpelgewebe der mittleren Zone auf. 

Liegen zusätzlich zirkumskripte Exkavationen (Hohlraumbildungen) in der mittleren Zone vor, 

wird der Grad 4,5 vergeben. Eine Färbung des Knorpelgewebes durch kationische Farbstoffe 

ist zunehmend auf die Cluster-umgebende EZM beschränkt. Ab Grad 5 liegt eine Denudation 

vor, welche sich durch eine vollständige Erosion des hyalinen Knorpelgewebes auszeichnet. 

Die mineralisierte Knorpelschicht oder das Knochengewebe liegt frei. Sind Reparaturvorgänge 

an der Gewebsoberfläche in Form von fibrokartiläginärem Gewebe zu erkennen, sind diese 

als Ausdruck einer inkompletten Regeneration im Sinne einer Restitutio cum defectu 

anzusehen und entsprechen dem Grad 5,5. Grad 6 ist nach Pritzker et al. (141) durch eine 

Deformation der Gelenkoberfläche gekennzeichnet. Diese beinhaltet fibrokartilaginäres, 

reparatives Gewebe, welches das Niveau der Gelenkoberfläche überragt, sowie 

Osteophytenbildung. Sind neben randständigen Osteophyten der Gelenkfläche auch zentrale 

Osteophyten vorhanden, wird der Grad 6,5 vergeben. 

Zusätzlich zu der Bestimmung des Schädigungsgrades erfolgt die Einteilung in vier Stadien 

(stages), die das prozentuale Ausmaß der Schädigung in Bezug zu der gesamten 

Knorpeloberfläche setzt (Tab. 18). Hierbei entspricht ein Schädigungsausmaß von weniger als 

10% dem Stadium 1, 10% bis 25% dem Stadium 2 und 25% bis 50% dem Stadium 3. Sind 

über 50% der Knorpeloberfläche von einer Gewebsschädigung betroffen, wird das Stadium 4 

vergeben. Um den eigentlichen Score zu erhalten, wird der entsprechende Grad mit dem 

Stadium multipliziert. Der minimal zu vergebene Score beträgt dementsprechend 0, der 

maximal zu vergebene Score 26. 

Jede Region A bis G der 15 Tibiaplateaus wurde mithilfe des OARSI-Scores bewertet und so 

insgesamt 90 Werte jeweils für den Grad, das Stadium und den Score ermittelt. Die 

histologische Bewertung mittels des OARSI-Scores in dieser Arbeit wurde von zwei 

unabhängigen Untersuchern durchgeführt. 
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Tab. 17: Scoring-Kriterien der Grade der Knorpelschädigung nach Pritzker et al. (141) 

 

Grad (grade)  Kriterien 

0 - intakte Knorpeloberfläche und Gewebsmorphologie 

- normale EZM-Architektur und erhaltene Chondrozyten 

1 - intakte Knorpeloberfläche 

- EZM: fokale Ödeme, Abrasionen, Kondensationen (oberflächliche 

  Knorpelschicht) 

- Abnahme der kationischen Färbung der oberflächlichen Knorpelschicht 

→1,5: Chondrozyten teilweise apoptotisch, hypertroph, ggf. Cluster 

2 - fokale Diskontinuitäten der Knorpeloberfläche 

- EZM: Fissuren bis in die obere, mittlere Zone möglich 

- Chondrozyten: pathologische Veränderungen bis zur mittleren Zone 

                          (Hypertrophie, Apoptose, Cluster, inkorrekte 

                           Ausrichtung) 

- Abnahme der kationischen Färbung im oberem Knorpeldrittel 

→ 2,5: Verlust von superfiziellen Knorpelfragmenten („Flakes“) 

3 - EZM: vertikale Fissuren, Rarefizierung und Kondensation bis in die  

  mittlere Zone 

- Chondrozyten: zunehmende Pathologien bis in die mittlere Zone 

                          (Hypertrophie, Apoptose, Cluster, inkorrekte 

                           Ausrichtung) 

- verminderte Färbung in den oberen zwei Dritteln der Knorpelschicht 

→ 3,5: verzweigte oder komplexe Fissuren 

4 - Erosionen der Knorpeloberfläche 

- Delamination der Knorpelschicht (Verlust der superfiziellen EZM) 

- Zystenformation in der mittleren Zone 

→ 4,5: Exkavationen in der mittleren Zone 

5 - Denudation (vollständige Erosion des hyalinen Knorpelgewebes) 

- Freilegung von mineralisiertem Knorpel- oder Knochengewebe 

→ 5,5: Vorkommen von fibrokartilaginärem, regenerativem Gewebe ohne 

         Verformung der Oberfläche 

6 - Denudation  

- Deformation der Gelenkoberfläche durch Umbauprozesse des 

  Knochengewebes (fibrokartilaginäres Gewebe, randständige 

  Osteophyten) 

→ 6,5: zentrale Osteophyten 
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Tab. 18: Scoring-Kriterien der Stadien der Knorpelschädigung nach Pritzker et al. (141). 

 

Stadium 

(stage) 

Kriterien 

1 weniger als 10% der Oberfläche betroffen 

2 10% bis 25% der Oberfläche betroffen 

3 25% bis 50% der Oberfläche betroffen 

4 über 50% der Oberfläche betroffen 

 

 

3.2.6.2 Scoring der immunhistochemischen Färbungen 

3.2.6.2.1 TSP-1 und TSP-5 

Das Scoring-Verfahren der immunhistochemischen Färbungen für die mittels Antikörper 

visualisierten Proteine TSP-1 und TSP-5 orientierte sich an den optischen Kriterien der 

Farbintensität und -verteilung. Zunächst wurde die Intensität der Färbung je nach Stärkegrad 

mit einem Wert von 0 bis 4 versehen, wobei 0 keinerlei Färbung, 4 hingegen der am stärksten 

vorhandenen Färbung entsprach (Abb. 9). Um die Abstufungen der Farbintensität festzulegen, 

wurde zunächst für jeden Wert von 0 bis 4 ein Gewebeschnitt exemplarisch als 

Orientierungsmarker festgelegt, wobei bei der Färbung von TSP-1 lediglich die Intensitäten 0 

bis 2 vorlagen (Abb. 9).  

Zusätzlich wurde bei jedem Gewebeschnitt die Ausdehnung der gefärbten Anteile von einem 

Wert von 0 bis 4 versehen. Die genauen Kriterien zur Bestimmung der Ausdehnung können 

Tabelle 19 entnommen werde. Anschließend wurde für jede Färbung ein Score ermittelt, 

indem die Intensität der Färbung mit der Ausdehnung multipliziert wurde. Der Score kann 

hierbei demnach die Werte von 0 bis 16 annehmen. Insgesamt wurde so für jede der Regionen 

A, B, C, E, F und G der 15 Tibiaplateaus ein Wert für die Intensität, die Ausdehnung und den 

Score bestimmt. Insgesamt ergaben sich hierbei je 90 Werte für jedes Kriterium und die daraus 

bestimmten Scores für jeweils TSP-1 und TSP-5. 
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Abb. 9: Score "Intensität" zur Auswertung der immunhistochemischen Färbungen.  

A) Exemplarische Schnitte für Score 0 (keine Färbung) bis Score 4 (intensive Färbung) der 

immunhistochemischen Färbung für TSP-5. B) Exemplarische Schnitte für Score 0 (keine Färbung) bis 

Score 2 (mittelintensive Färbung). Die Intensitätsstufen 3 und 4 lagen bei den Färbungen von TSP-1 

nicht vor. 

 

 

Tab. 19: Kriterien zur Bestimmung der Ausdehnung der Färbung beim Scoring von 

TSP-1 und TSP-5 

Ausdehnung (extend) Kriterien 

0 Keine Färbung 

1 weniger als 25% der Knorpelschicht gefärbt 

2 Ca. 50% der Knorpelschicht gefärbt 

3 Ca. 75% der Knorpelschicht gefärbt 

4 100% der Knorpelschicht gefärbt 
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3.2.6.2.2 STIM1 und PLS3 

Zunächst wurden mithilfe der Software ImageJ (Version 1.53, Wayne Rasband) die 

digitalisierten Gewebeschnitte der DAPI-Färbungen mit den entsprechenden Bildern der 

Protein-Färbungen übereinandergelegt. So konnten die Lokalisationen der Zellen mit denen 

der gefärbten Proteine STIM1 und PLS3 verglichen werden und infolge bestimmt werden, ob 

die detektierten Proteine eine intrazelluläre Lage aufweisen. Hierbei wurden für jede der 

Regionen A bis G jeweils für jedes Tibiaplateau jeweils eine übereinander gelegte Abbildung 

für die tiefe, die mittlere und die oberflächliche Knorpelschicht erstellt, sodass jeweils für STIM1 

als auch für PLS3 270 auszuwertende Knorpelabschnitte abgebildet wurden. Für die 

histologische Graduierung wurde anschließend zunächst die Anzahl der insgesamt 

vorhandenen Zellen pro digitalisiertem Gewebeausschnitt bestimmt. Dafür wurden alle 

sichtbaren, mit DAPI angefärbten Zellkerne gezählt.  

 

A) STIM1 

 

  B) PLS3 

 

Abb. 10: Kriterium „Stärke der Färbung“ zur Auswertung der Immunfluoreszenzfärbungen.  

A) Exemplarische Gewebeschnitte der immunhistochemischen Färbung von STIM1 für die Vergabe des 

Kriteriums a) „keine Färbung“, b) „schwache Färbung“ und c) „starke Färbung“. B) Exemplarische 

Schnitte der immunhistochemischen Färbung von PLS3 für die Vergabe des Kriteriums a) „keine 

Färbung“, b) „schwache Färbung“ und c) „starke Färbung“. 
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Anschließend wurde die Anzahl der Zellen ermittelt, in denen eine Proteinexpression von 

jeweils STIM1 oder PLS3 detektiert werden konnte. Hierbei wurde zwischen keiner Färbung, 

einer starken und einer schwachen Färbung der Zellen unterschieden (Abb. 10).  Aus den so 

ermittelten absoluten Zahlen wurden anschließend die prozentualen Anteile der insgesamt 

angefärbten Zellen sowie die der stark und schwach angefärbten Zellen ermittelt. 

 

3.2.7. Statistische Auswertung 

 

Die statistische Auswertung wurde mithilfe der Softwareprogramme GraphPad Prism 9.2.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) und Statistica 7.1 (StatSoft GmbH Europe, 

Hamburg, Germany) durchgeführt. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels des 

Kolmogorov-Schmirnov-Tests analysiert und die Sphärizität wurde mit dem Mauchy-Test 

überprüft. Die Prüfung von statistischen Unterschieden zwischen dem medialen und lateralen 

Kompartiment der Tibiaplateaus wurde mithilfe eines gepaarten Students t-Test oder dem 

nicht-parametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-Rank-Test umgesetzt. Zur Detektion signifikanter 

Unterschiede zwischen den einzelnen Regionen der Tibiaplateaus wurde eine einfaktorielle 

Varianzanalyse (ANOVA, a one-way analysis of variance) mit Messwiederholungen sowie der 

Duncan-Test als Post-Hoc-Analyse angewendet. Die Daten werden als Mittelwert ± 

Standardabweichung (SD, standard deviation) dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde 

hierbei auf p≤0,05 festgelegt. 
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4. Ergebnisse 

4.1 OARSI-Score 

 

Um die Degeneration des Gelenkknorpels zu quantifizieren, wurde mithilfe der Safranin-O/Fast 

Green-Übersichtsfärbung des Knorpelgewebes (Abb. 11) der OARSI-Score (135) bestimmt. 

 

 

 

Abb. 11: Safranin-O/Fast-Green-Färbungen des Gelenkknorpels. Repräsentative Schnitte der 

Safranin-O/Fast-Green-Färbung der verschiedenen Regionen A bis C des medialen sowie E bis G des 

lateralen Kompartiments. A und E stellen hierbei die zentralen, B und F die anterioren und C und G die 

posterioren Regionen des Tibiaplateaus dar (siehe Abb. 8). 
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Die Regionen des medialen Kompartiments zeigten in dieser Übersichtsfärbung eine stärker 

ausgeprägte Höhenminderung des Knorpelgewebes im Vergleich mit den Regionen des 

lateralen Kompartiments. Außerdem zeigten sich tiefer reichende Fissuren und markantere 

Erosionen bei den Regionen des medialen Kompartiments, während sich die Regionen des 

lateralen Kompartiments oftmals lediglich über superfizielle und fokale Diskontinuitäten der 

Knorpeloberfläche auszeichneten und das tief liegende Knorpelgewebe in der 

Übersichtsfärbung weitestgehend intakt erschien (Abb. 11). Im nächsten Schritt wurde der 

OARSI-Score der unterschiedlichen Regionen der Tibiaplateaus miteinander verglichen. Ein 

Vergleich der OARSI-Scores, die über das gesamte mediale (Regionen A bis C) und laterale 

(Regionen E bis G) Kompartiment gebildet wurde, zeigte, dass das mediale Kompartiment 

einen signifikant (p<0,0001) höheren OARSI-Score hatte im Vergleich zum lateralen 

Kompartiment (Abb. 12).  

 

 

 

Abb. 12: Histopathologischer Osteoarthrose-Score (Osteoarthritis Research Society 

International (OARSI)) des Gelenkknorpels vom medialen und lateralen Kompartiment der 

Tibiaplateaus (n=15). Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Signifikante 

Unterschiede zwischen medialem und lateralem Kompartiment wurden mit dem gepaarten t-Test 

ermittelt (p≤0,05). 

 

Bei einem Vergleich der OARSI-Scores der einzelnen, verschiedenen Regionen des 

Tibiaplateaus zeigte sich, dass jede der medialen Regionen A bis C des medialen 

Kompartiments einen signifikant höheren OARSI-Score aufwies, als jede der lateralen 

Regionen E bis G (p≤0,05, Abb. 13). Hierbei zeigten sich die signifikantesten (p<0,0001) 

Unterschiede zwischen den Regionen A (zentral) und C (posterior) des medialen 

Kompartiments im Vergleich mit der zentralen Region (F) des lateralen Kompartiments. 
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Abb. 13: OARSI-Score der verschiedenen Regionen A bis C des medialen und E bis G des 

lateralen Kompartiments (n=15). Die Werte des OARSI-Scores sind für die verschiedenen Regionen 

mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen zwischen den einzelnen Regionen wurden mittels 

ANOVA mit Messwiederholungen und des Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

 

 

4.2 Thrombospondin-1 (TSP-1) 

 

Um die Lokalisation und Expression von TSP-1 in den verschiedenen Knorpelregionen des 

medialen und lateralen Kompartiments analysieren zu können, wurde eine Färbung von TSP-

1 mittels IHC durchgeführt. Es zeigte sich hierbei eine stärkere Färbung von TSP-1 in den 

Regionen des lateralen Kompartiments des Gelenkknorpels im Vergleich zu denen des 

medialen Kompartiments (Abb.14). Dabei fiel auf, dass sich bei allen Regionen des lateralen 

Kompartiments die Färbung der oberflächlichen Knorpelzone auf die Bereiche der 

lalldldjjjldlala  
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Abb. 14: Exemplarische Knorpelgewebeschnitte der sechs verschiedenen Regionen des 

Gelenkknorpels nach immunhistochemischer Färbung von TSP-1 (n=15). Darstellung der 

Regionen des medialen Kompartiments A (=zentral), B (=anterior) und C (=posterior) sowie des 

lateralen Kompartiments E (=zentral), F (=anterior) und G (=posterior). Fünffach vergrößerte Darstellung 

der oberen (blaues Kästchen) und tiefen (rotes Kästchen) Knorpelschicht. Die Expression von TSP-1 

war in der EZM von allen Regionen des lateralen Kompartiments stärker ausgeprägt, als in den 

Regionen des medialen Kompartiments. 

 

interterritorialen EZM konzentrierte, währen die PZM eine geringere Färbung aufwies. In der 

Region E (zentral) und F (anterior) des lateralen Kompartiments zeigte sich zusätzlich in der 

tiefen Knorpelzone im Bereich der PZM eine Färbung, während in der Region G (posterior) 

keine Färbung der PZM zu detektieren war. Die Regionen des medialen Kompartiments 

wiesen nahezu keine Färbung von TSP-1 auf, lediglich vereinzelt zeigte sich hier eine Färbung,  
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welche sich im Bereich der EZM manifestierte (Abb.14). Durch die Bestimmung der Werte für 

die Intensität (TSP-1-Intensity) sowie des Ausmaßes (TSP-1-Extend) der Färbung wurde 

durch die Multiplikation beider Werte der TSP-1-Score zur Evaluation der Expression von TSP-

1 ermittelt. Der mittlere Score für das laterale Kompartiment war signifikant (p=0,0002) höher 

im Vergleich zum medialen Kompartiment (Abb. 15). 

 

 

 

Abb. 15: TSP-1-Score des medialen und lateralen Kompartiments (n=15). Das laterale 

Kompartiment hat einen signifikant (p=0,0002) höheren TSP-1-Score im Vergleich zum medialen 

Kompartiment. Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die statistische Analyse 

erfolgte mit einem gepaarten t-Test (p≤0,05). 

 

Der Vergleich der einzelnen Regionen miteinander zeigte, dass der TSP-1-Score aller 

Regionen des lateralen Kompartiments signifikant (p≤0,05) höher war als der TSP-1-Score der 

Region A (zentral) des medialen Kompartiments (Abb. 16). Die Regionen F (anterior, 

p=0,0020) und G (posterior, p=0,0024) des lateralen Kompartiments wiesen zudem einen 

höheren TSP-1-Score auf als die Region C (posterior) des medialen Kompartiments (Abb. 16). 

Außerdem zeigte die anteriore Region (B) des medialen Kompartiments einen signifikant (p= 

0,0245) höheren TSP-1-Score als die zentrale Region (A) des medialen Kompartiments. 

 

Insgesamt zeigte sich sowohl eine lateral akzentuierte Färbung von TSP-1 in allen Zonen der 

Knorpelschicht, wobei diese vor allem im Bereich der EZM detektiert werden konnte (Abb. 14). 

Diese vermehrte Expression zeigte sich zum einen in einem direkten Vergleich des TSP-1-

Scores des medialen und lateralen Kompartiments (Abb. 15), zum anderen auch durch 

durchweg höhere TSP-1-Scores im Bereich der Regionen des lateralen Kompartiments im 

Vergleich mit der zentralen Region (A) des medialen Kompartiments (Abb. 16). Bei 

Betrachtung aller Regionen des medialen Kompartiments zeigte die anteriore Region (B) eine 

signifikante (p=0,0245) Mehrexpression von TSP-1 als die zentrale Region (A). Dies war 
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sowohl anhand der Färbung (Abb. 14) als auch anhand eines signifikant höheren TSP-1-

Scores gegenüber der zentralen Region (A) detektierbar (Abb. 16).  

 

 

 

 

Abb. 16: TSP-1-Score der verschiedenen Regionen A bis C des medialen und E bis G des 

lateralen Kompartiments (n=15). Die Werte des TSP-1-Scores sind für die verschiedenen Regionen 

mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen zwischen den einzelnen Regionen wurden mittels 

ANOVA mit Messwiederholungen und des Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

 

 

4.3 Thrombospondin-5 (TSP-5) 

 

Mittels IHC wurden die hyalinen Gewebeschnitte gefärbt, um die Verteilung und Expression 

von TSP-5 zu visualisieren und diese bei den verschiedenen OA-Stadien der gonarthrotischen 

Tibiaplateaus zu vergleichen. Bei der morphologischen Betrachtung der Färbungen, fiel 

zunächst eine durchgehende, überwiegend deutlich ausgeprägte Färbung von TSP-5 in allen 

Gewebeproben unabhängig ihrer Lokalisation auf (Abb. 17). In der oberflächlichen 
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Knorpelzone stellte sich sowohl in der posterioren Region des medialen Kompartiments (C), 

als auch in der posterioren Region des lateralen Kompartiments (G) eine homogene Färbung 

der gesamten EZM dar (Abb. 17).  

 

 

 

 

Abb. 17: Exemplarische Knorpelgewebeschnitte der sechs verschiedenen Regionen des 

Gelenkknorpels nach immunhistochemischer Färbung von TSP-5 (n=15). Darstellung der 

Regionen des medialen Kompartiments A (=zentral), B (=anterior) und C (=posterior) sowie des 

lateralen Kompartiments E (=zentral), F (=anterior) und G (=posterior). Fünffach vergrößerte Darstellung 

der oberflächlichen (blaues Kästchen) und tiefen (rotes Kästchen) Knorpelschicht. Es zeigte sich eine 

durchgehende TSP-5-Färbung der gesamten Knorpelschicht des medialen und lateralen 

Kompartiments.  
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In den tiefen Zonen aller Regionen zeigte sich hingegen eine verminderte EZM-Färbung, 

wobei in den tiefen Knorpelschichten der zentralen und anterioren Regionen sowohl des 

medialen (A und B) als auch des lateralen (E und F) Kompartiments eine perizellulär stärker 

betone Färbung von TSP-5, als in den posterioren Regionen des medialen (C) und lateralen 

(G) Kompartiments detektiert werden konnte. Während die anterioren Regionen des medialen 

(B) und lateralen (F) Kompartiments sowie die zentrale Region (A) des medialen 

Kompartiments eine homogene Färbung von TSP-5 im Bereich der EZM der oberflächlichen 

Knorpelschicht aufwies, fiel bei Betrachtung der zentralen Region (E) des lateralen 

Kompartiments eine vermehrte Expression von TSP-5 vor allem perizellulär auf. In der 

oberflächlichen Knorpelschicht der anterioren Region (B) des medialen Kompartiments fiel 

zudem eine stark verminderte Färbung der EZM in Form eines schmalen, nicht gefärbten 

Saums im apikalen Anteil des Knorpelgewebes auf, während in der zentralen (A) und 

posterioren (C) Region des medialen Kompartiments eine akzentuierte Färbung der EZM im 

superfiziellen Bereich deutlich wurde. Interessanterweise zeigte sich im Gegensatz hierzu in 

der zentralen Region (E) des lateralen Kompartiments eher eine vermehrte Expression von 

TSP-5. 

 

Nach Ermittlung des TSP-5 Scores analog zu der Vorgehensweise zur Ermittlung des TSP-1-

Scores, wurden die medialen und lateralen TSP-5 Scores verglichen (Abb. 18). Hierbei zeigte 

sich kein signifikanter (p=0,3105) Unterschied zwischen den TSP-5-Scores des medialen und 

des lateralen Kompartiments. Auch im Rahmen der statistischen Auswertung der 

verschiedenen Lokalisationen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

einzelnen TSP-5 Scores der verschiedenen Regionen festgestellt werden (Abb. 19).  

 

 

 

Abb. 18: TSP-5-Scores des medialen und lateralen Kompartiments (n=15). Es konnte kein 

signifikanter (p=0,3105) Unterschied zwischen den TSP-5-Scores des medialen und lateralen 

Kompartiments gezeigt werden. Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die 

statistische Analyse erfolgte mit einem gepaarten t-Test (p≤0,05). 
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Abb. 19: TSP-5-Score der verschiedenen Regionen A bis C des medialen und E bis G des 

lateralen Kompartiments (n=15). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den TSP-5-

Scores der verschiedenen Regionen des medialen und lateralen Kompartiments festgestellt werden. 

Die Werte des TSP-5-Scores sind für die verschiedenen Regionen mittels Boxplots dargestellt. Die 

Signifikanzen zwischen den einzelnen Regionen wurden mittels ANOVA mit Messwiederholungen und 

des Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

Zusammenfassend wies die Färbung von TSP-5 eher geringe Diskrepanzen zwischen 

Regionen des medialen und lateralen Kompartiments auf. Es zeigte sich eine superfiziell 

verstärkte Expression von TSP-5 im Bereich der zentralen Region (E) des lateralen 

Kompartiments, welche sich vorrangig perizellulär detektieren ließ. Zudem fiel eine 

verminderte Färbung von TSP-5 in der oberflächlichen Knorpelschicht in der anterioren Region 

(B) des medialen Kompartiments auf. Zusätzlich zeigte sich vor allem bei der Betrachtung der 

posterioren Regionen des medialen (C) und lateralen (G) Kompartiments eine verminderte 

Färbung von TSP-5 im Bereich der PZM der tiefen Knorpelschichten.  

 

 

 

 

4.4 Stroma interaction molecule 1 (STIM1) 

 

Um die Expression und Lokalisation von STIM1 in den verschiedenen Regionen des 

Knorpelgewebes zu analysieren, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Es fiel 

auf, dass vor allem die oberflächliche Zone des Knorpelgewebes eine prägnante Färbung von 

STIM1 innerhalb der Chondrozyten aufwies, während die mittlere und tiefe Zone der 

Knorpelschicht lediglich über wenige bis keine gefärbten Chondrozyten verfügten (Abb. 20). 
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Abb. 20: Immunfluoreszenz-Färbung von STIM1 in Chondrozyten des Gelenkknorpels. STIM1 

konnte in Chondrozyten der oberflächlichen, mittleren und tiefen Zone des Gelenkknorpels der 

verschiedenen Regionen A bis C des medialen Kompartiments und E bis G des lateralen Kompartiments 

der Tibia nachgewiesen werden, Die stärkste Färbung war in den Chondrozyten der oberflächlichen 

Zone vorhanden. Es sind repräsentative Schnitte der Regionen eines Patienten dargestellt. 
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In jeder Region des Tibiaplateaus konnte eine Expression von STIM1 detektiert werden. Bei 

genauerer Betrachtung der oberflächlichen Knorpelschicht zeigte sich eine unterschiedlich 

stark ausgeprägte, von schwach bis intensiv reichende Färbung von STIM1 innerhalb der 

Chondrozyten aller Regionen (Abb. 21).  

 

 

 

Abb. 21: Immunfluoreszenz-Färbung von STIM1 in Chondrozyten des oberflächlichen 

Gelenkknorpels. In der oberflächlichen Zone des Gelenkknorpels der verschiedenen Regionen A bis 

C des medialen Kompartiments und E bis G des lateralen Kompartiments sind STIM1-gefärbte 

Chondrozyten zu identifizieren. Die Vergrößerungen in den roten Kästchen zeigen die Lokalisation von 

STIM1 in den einzelnen Chondrozyten. Es sind repräsentative Schnitte der Regionen dargestellt. 
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Diese unterschiedlichen Ausmaße der Färbung traten sowohl in den Regionen des medialen 

als auch in den Regionen des lateralen Kompartiments auf, wobei in den medialen Regionen 

mehr STIM1 gefärbte Chondrozyten zu detektieren waren (Abb. 21). 

 

Anschließend wurde der prozentuale Anteil der STIM1-gefärbten Zellen in Relation zur 

Gesamtzahl der vorhandenen Chondrozyten bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass das mediale 

Kompartiment einen signifikant (p=0,0416) höheren prozentualen Anteil an STIM1-gefärbten 

Zellen im Vergleich zum lateralen Kompartiment aufwies (Abb. 22). 

 

 

Abb. 22: Quantitative Auswertung der STIM1-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation zu der 

Anzahl aller vorhandenen Zellen (n=15). Das mediale Kompartiment hat einen signifikant (p=0,0416) 

höheren prozentualen Anteil an STIM1-positiven Chondrozyten im Vergleich zum lateralen 

Kompartiment. Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die statistische Analyse 

erfolgte mit einem gepaarten t-Test (p≤0,05). 

 

Bei einem Vergleich der STIM1-gefärbten Zellen in der oberflächlichen, mittleren und tiefen 

Zone des Gelenkknorpels zwischen medialem und lateralem Kompartiment zeigten sich 

deutliche Unterschiede in der zonenspezifischen Färbung der Zellen (Abb. 23). Die 

oberflächliche Zone sowohl des medialen als auch des lateralen Kompartiments wies 

signifikant (p≤0,0001) mehr STIM1-gefärbte Chondrozyten auf als die mittlere und tiefe Zone. 

Es zeigte sich jedoch kein signifikanter (p>0,05) Unterschied zwischen der oberflächlichen 

Zone des medialen Kompartiments im Vergleich zur oberflächlichen Zone des lateralen 

Kompartiments (Abb. 23). 

 

Insgesamt fiel auf, dass die Expression von STIM1 vor allem in Zellen der oberflächlichen Zone 

der Knorpelschicht lokalisiert war. Dies traf sowohl für das laterale Kompartiment, als auch für 

das mediale Kompartiment zu. 
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Abb. 23: Quantitative Auswertung der STIM1-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation zur 

Anzahl aller vorhandenen Zellen für die oberflächliche, mittlere und tiefe Zone des 

Gelenkknorpels (n=15). Die oberflächlichen Zonen des medialen und lateralen Kompartiments zeigten 

einen signifikant höheren Anteil STIM1-positiver Zellen als die mittlere und tiefe Zone. Die Werte sind 

für die verschiedenen Zonen mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen zwischen den einzelnen 

Zonen wurden mittels ANOVA mit Messwiederholungen und des Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt 

(p≤0,05). 

 

Beim Vergleich der Chondrozyten, die eine starke Färbung von STIM1 aufwiesen in Relation 

zur Anzahl aller STIM1-positiven Chondrozyten, zeigten sich signifikant (p=0,0133) mehr stark 

gefärbte Zellen im medialen Kompartiment als im lateralen Kompartiment (Abb. 24). 
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Abb. 24: Quantitative Auswertung der stark STIM1-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation 

zu der Anzahl aller gefärbten Zellen (n=15). Das mediale Kompartiment hat einen signifikant 

(p=0,0133) höheren prozentualen Anteil an stark STIM1-positiven Chondrozyten im Vergleich zum 

lateralen Kompartiment. Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die statistische 

Analyse erfolgte mit einem gepaarten t-Test (p≤0,05). 

 

Ein Vergleich der verschiedenen Knorpelzonen des medialen und lateralen Kompartiments 

zeigte, dass die oberflächliche Knorpelzone signifikant (p≤0,0001) mehr stark STIM1-positive 

Chondrozyten aufwies als die mittlere und tiefe Zone (Abb. 25). Dies konnte sowohl für die 

oberflächliche Zone des medialen als auch des lateralen Kompartiments gezeigt werden. 

Zusätzlich zeigte sich, dass die oberflächliche Zone des medialen Kompartiments signifikant 

(p=0,0010) mehr stark STIM1-positive Chondrozyten aufwies als die oberflächliche Zone des 

lateralen Kompartiments (Abb. 25).  

 

Bei einem Vergleich der schwach STIM1-positiven Chondrozyten in Relation zu allen 

gefärbten Zellen zeigte sich kein signifikanter (p=0,3290) Unterschied zwischen dem medialen 

und dem lateralen Kompartiment (Abb. 26). Der Vergleich der verschiedenen Zonen 

miteinander zeigte wiederum dieselbe zonenspezifische Expression von STIM1 wie bei den 

insgesamt gefärbten Chondrozyten sowie der stark STIM1-positiven Chondrozyten; die 

oberflächlichen Zonen des medialen und des lateralen Kompartiments wiesen signifikant 

(p≤0,0001) mehr schwach STIM1-positive Chondrozyten auf als die mittlere und die tiefe Zone 

(Abb. 27). Es zeigte sich jedoch kein signifikanter (p>0,05) Unterschied zwischen der 

oberflächlichen Zone des medialen Kompartimentes und der oberflächlichen Zone des 

lateralen Kompartiments (Abb. 27). 
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Abb. 25: Quantitative Auswertung der stark STIM1-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation 

zur Anzahl aller gefärbten Zellen für die oberflächliche, mittlere und tiefe Zone des 

Gelenkknorpels (n=15). Die oberflächlichen Zonen des medialen und lateralen Kompartiments zeigten 

einen signifikant (p≤0,0001) höheren Anteil stark STIM1-positiver Zellen als die mittlere und tiefe Zone. 

Die Werte sind für die Zonen mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen zwischen den einzelnen 

Zonen wurden mittels ANOVA mit Messwiederholungen und Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

 

Abb. 26: Quantitative Auswertung der schwach STIM1-positiv gefärbten Chondrozyten in 

Relation zu der Anzahl aller gefärbten Zellen (n=15). Es zeigte sich kein signifikanter (p=0,3290) 
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Unterschied zwischen dem medialen und lateralen Kompartiment. Die Daten sind als Boxplots mit 

Streudiagramm dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit einem gepaarten t-Test (p≤0,05). 

 

 

 

 

Abb. 27: Quantitative Auswertung der schwach STIM1-positiv gefärbten Chondrozyten in 

Relation zur Anzahl aller gefärbten Zellen für die oberflächliche, mittlere und tiefe Zone des 

Gelenkknorpels (n=15). Die oberflächlichen Zonen des medialen und lateralen Kompartiments zeigten 

einen signifikant (p≤0,0001) höheren Anteil schwach STIM1-positiver Zellen als die mittlere und tiefe 

Zone. Die Werte sind für die verschiedenen Zonen mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen 

zwischen den einzelnen Zonen wurden mittels ANOVA mit Messwiederholungen und des Duncan-Post-

Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungsergebnisse, dass STIM1 sowohl im medialen 

als auch im lateralen Kompartiment vor allem in der oberflächlichen Knorpelzone exprimiert 

ist. Dies zeigte sich sowohl für stark STIM1-positive Chondrozyten als auch schwach STIM1-

positive Chondrozyten. Hierbei wies das mediale Kompartiment insgesamt mehr STIM1-

gefärbte Chondrozyten auf als das laterale Kompartiment.  
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4.5 Plastin-3 (PLS3) 

 

Um die Expression und Lokalisation von PLS3 in den verschiedenen Regionen des 

Knorpelgewebes zu analysieren, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt (Abb. 28) 

mit genauerer Betrachtung vor allem der oberflächlichen Knorpelzone (Abb. 29). 

 

 

 

Abb. 28: Immunfluoreszenz-Färbung von PLS3 in Chondrozyten des Gelenkknorpels. PLS3 

konnte in Chondrozyten der oberflächlichen, mittleren und tiefen Zone des Gelenkknorpels der  
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verschiedenen Regionen A bis C des medialen Kompartiments und E bis G des lateralen Kompartiments 

der Tibia nachgewiesen werden, Die stärkste Färbung war in den Chondrozyten der oberflächlichen 

Zone vorhanden. Es sind repräsentative Schnitte der Regionen eines Patienten dargestellt. 

 

 

 

 

Abb. 29: Immunfluoreszenz-Färbung von PLS3 in Chondrozyten des oberflächlichen 

Gelenkknorpels. In der oberflächlichen Zone des Gelenkknorpels der verschiedenen Regionen A bis 

C des medialen Kompartiments und E bis G des lateralen Kompartiments sind PLS3-gefärbte 

Chondrozyten zu identifizieren. Die Vergrößerungen in den roten Kästchen zeigen die Lokalisation von 

PLS3 in den einzelnen Chondrozyten. Es sind repräsentative Schnitte der Regionen dargestellt. 
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Es fiel auf, dass vor allem die oberflächliche Zone des Knorpelgewebes eine prägnante 

Färbung von PLS3 innerhalb der Chondrozyten aufwies, während die mittlere und tiefe Zone 

der Knorpelschicht lediglich über wenige bis keine gefärbten Chondrozyten verfügten  

(Abb. 28). In jeder Region des Tibiaplateaus konnten hierbei PLS3-positive Chondrozyten 

detektiert werden. Bei der genaueren Betrachtung der oberflächlichen Knorpelzonen der 

verschiedenen Lokalisationen zeigte sich eine schwache bis starke intrazelluläre Anfärbung 

von PLS3 in den Chondrozyten der oberflächlichen Knorpelschicht in allen untersuchten 

Regionen (Abb. 29).  

 

Die Bestimmung der prozentualen Anteile der PLS3-gefärbten Zellen in Relation zur 

Gesamtzahl aller vorhandenen Chondrozyten zeigte, dass das mediale Kompartiment über 

einen signifikant (p=0,0105) höheren prozentualen Anteil PLS3-positiver Zellen verfügte als 

das laterale Kompartiment (Abb. 30). 

 

Abb. 30: Quantitative Auswertung der PLS3-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation zu der 

Anzahl aller vorhandenen Zellen (n=15). Das mediale Kompartiment hat einen signifikant (p=0,0105) 

höheren prozentualen Anteil an PLS3-positiven Chondrozyten im Vergleich zum lateralen 

Kompartiment. Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die statistische Analyse 

erfolgte mit einem gepaarten t-Test (p≤0,05). 

 

Beim Vergleich der oberflächlichen, mittleren und tiefen Knorpelzonen des medialen 

Kompartiments und lateralen Kompartiments zeigte sich, dass die oberflächliche Zone des 

medialen Kompartiments einen signifikant höheren Anteil PLS3-positiver Chondrozyten 

aufwies als alle anderen Zonen. Interessanterweise schließt dies die oberflächliche Zone des 

lateralen Kompartiments ein, welche über einen signifikant (p=0,0032) niedrigeren Anteil 

PLS3-gefärbter Zellen als die oberflächliche Zone des medialen Kompartiments verfügte  

(Abb. 31). Die oberflächliche Zone des lateralen Kompartiments wies wiederum signifikant 
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höhere Anteile PLS3-positiver Zellen auf als die medialen und tiefen Zonen beider 

Kompartimente. 

 

 

 

Abb. 31: Quantitative Auswertung der PLS3-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation zur 

Anzahl aller vorhandenen Zellen für die oberflächliche, mittlere und tiefe Zone des 

Gelenkknorpels (n=15). Die oberflächlichen Zonen des medialen und lateralen Kompartiments zeigten 

einen signifikant höheren Anteil PLS3-positiver Zellen als die mittlere und tiefe Zone. Zudem zeigt die 

oberflächliche Zone des medialen Kompartiments einen signifikant höheren Anteil an PLS3-gefärbten 

Zellen als die oberflächliche Zone des lateralen Kompartiments. Die Werte sind für die verschiedenen 

Zonen mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen zwischen den einzelnen Zonen wurden mittels 

ANOVA mit Messwiederholungen und des Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

Bei dem Vergleich der Zellen, die über eine starke Färbung von PLS3 verfügten in Relation 

zur Anzahl aller PLS3-positiven Chondrozyten, zeigten sich signifikant (p=0,0171) mehr stark 

gefärbte Zellen im medialen Kompartiment als im lateralen Kompartiment (Abb. 32). Da in den 

mittleren Zonen der Regionen A, B und C des medialen Kompartiments keinerlei starke 

Anfärbung detektiert werden konnte und die Mittelwerte so stets 0 betrugen, konnte dieser 
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Knorpelabschnitt bei der statistischen Auswertung der einzelnen Zonen nicht berücksichtigt 

werden.  

 

 

 

Abb. 32: Quantitative Auswertung der stark PLS3-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation zu 

der Anzahl aller gefärbten Zellen (n=15). Das mediale Kompartiment hat einen signifikant höheren 

prozentualen Anteil an stark PLS3-positiven Chondrozyten im Vergleich zum lateralen Kompartiment. 

Die Daten sind als Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit einem 

gepaarten t-Test (p≤0,05). 

 

Beim Vergleich der oberflächlichen und tiefen Knorpelzone des medialen und der 

oberflächlichen, mittleren und tiefen Zone des lateralen Kompartiments miteinander zeigte 

sich, dass die oberflächliche Zone des medialen Kompartiments einen signifikant höheren 

Anteil stark PLS3-positiver Chondrozyten aufwies, als alle Zonen des lateralen Kompartiments 

(Abb. 33). Interessant ist hierbei, dass die oberflächliche Zone des medialen Kompartiments 

auch über signifikant (p=0,0040) mehr stark PLS3-positive Chondrozyten verfügte als die 

oberflächliche Zone des lateralen Kompartiments. Die oberflächliche Zone des lateralen 

Kompartiments verfügte jedoch über signifikant (p=0,0001) höhere Anteile stark PLS3-

positiver Chondrozyten als die mittlere und tiefe Zone des lateralen Kompartiments. Insgesamt 

zeigte sich also ein akzentuiertes Vorkommen stark PLS3-positiver Chondrozyten in den 

oberflächlichen Knorpelschichten, wobei die oberflächliche Zone des medialen Kompartiments 

über eine signifikant stärkere Expression verfügte als die oberflächliche Zone des lateralen 

Kompartiments. 

 

Die Bestimmung der schwach PLS3-positiven Chondrozyten in Relation zu der Gesamtzahl 

aller vorhandenen Zellen zeigte, dass das mediale Kompartiment (Region A, B und C) hier 

ebenfalls über einen signifikant (p=0,0100) höheren Anteil verfügte als das laterale 

Kompartiment (Region E, F und G, Abb. 34).  
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Abb. 33: Quantitative Auswertung der stark PLS3-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation zur 

Anzahl aller gefärbten Zellen für die oberflächliche, mittlere und tiefe Zone des Gelenkknorpels 

(n=15). Die oberflächlichen Zonen des medialen und lateralen Kompartiments zeigten einen signifikant 

höheren Anteil stark PLS3-positiver Zellen als die mittlere Zone des lateralen Kompartiments und die 

tiefe Zone beider Kompartimente. Zusätzlich verfügt die oberflächliche Zone des medialen 

Kompartiments über einen signifikant höheren Anteil als die oberflächliche Zone des lateralen 

Kompartiments. Die Werte sind für die verschiedenen Zonen mittels Boxplots dargestellt. Die 

Signifikanzen zwischen den einzelnen Zonen wurden mittels ANOVA mit Messwiederholungen und des 

Duncan-Post-Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

 

Abb. 34: Quantitative Auswertung der schwach PLS3-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation 

zu der Anzahl aller gefärbten Zellen (n=15). Das mediale Kompartiment verfügt über einen signifikant 

höheren Anteil schwach PLS3-positiver Zellen als das laterale Kompartiment. Die Daten sind als 

Boxplots mit Streudiagramm dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit einem gepaarten t-Test 

(p≤0,05). 
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Schließlich wurden die Anteile schwach PLS3-positiver Zellen in den oberflächlichen, mittleren 

und tiefen Knorpelzonen des medialen und lateralen Kompartiments miteinander verglichen. 

Hierbei zeigte sich ein signifikant (p≤0,0001) höherer Anteil schwach gefärbter PLS3-positiver 

Chondrozyten in den oberflächlichen Zonen jeweils des medialen und des lateralen 

Kompartiments im Vergleich mit den mittleren und tiefen Zonen beider Kompartimente  

(Abb. 35). Auch bei der Verteilung der schwach gefärbten, PLS3-positiven Chondrozyten 

zeigte sich also eine Akzentuierung in den oberflächlichen Zonen beider Kompartimente. 

 

 

 

Abb. 35: Quantitative Auswertung der schwach PLS3-positiv gefärbten Chondrozyten in Relation 

zur Anzahl aller gefärbten Zellen für die oberflächliche, mittlere und tiefe Zone des 

Gelenkknorpels (n=15). Die oberflächlichen Zonen des medialen und lateralen Kompartiments zeigten 

einen signifikant (p≤0,0001) höheren Anteil schwach PLS3-positiver Zellen als die mittlere und tiefe 

Zone. Die Werte sind für die verschiedenen Zonen mittels Boxplots dargestellt. Die Signifikanzen 

zwischen den einzelnen Zonen wurden mittels ANOVA mit Messwiederholungen und des Duncan-Post-

Hoc-Tests ermittelt (p≤0,05). 

 

 



78 
 

Insgesamt zeigte sich bei der Auswertung der Immunfluoreszenzfärbungen von PLS3 eine 

Anfärbung von Chondrozyten über alle Regionen hinweg. Hierbei war der Großteil der PLS3-

Expression in den Chondrozyten der oberflächlichen Knorpelzone beider Kompartimente 

lokalisiert. Diese Verteilung konnte sowohl für eine starke Expression als auch für eine 

schwächere Expression von PLS3 gezeigt werden. Interessanterweise konnte beim direkten 

Vergleich der oberflächlichen Knorpelzone des medialen Kompartiments mit der 

oberflächlichen Zone des lateralen Kompartiments gezeigt werden, dass das mediale 

Kompartiment sowohl über einen signifikant (p=0,0032, p=0,0001, p<0,0001) höheren Anteil 

von PLS3-positiven in Relation zu allen vorhandenen Zellen verfügte (Abb. 31), als auch einen 

signifikant (p=0,0040, p=0,0001, p<0,0001) höheren Anteil von stark angefärbten PLS3-

positiven Zellen aufwies (Abb. 33). Analog zu den Beobachtungen bei der Verteilung und 

Expression von STIM1, zeigt sich also eine stärkere Ausprägung von PLS3 in den mechanisch 

beanspruchteren oberflächlichen Zonen der Knorpelschicht mit einer deutlichen 

Akzentuierung in der oberflächlichen Knorpelzone des medialen Kompartiments.  
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5. Diskussion 

 

Eine Varusgonarthrose entsteht aufgrund eines suboptimalen Alignments von Tibia und 

Femur, welches zu einer varischen Beinachse und einer daraus resultierenden ungleichen 

Verteilung der mechanischen Kräfte im Kniegelenk zu Lasten der medialen Gelenkfläche führt 

(13, 133, 134). Folglich kommt es im Vergleich mit dem lateralen Kompartiment zu einer 

stärkeren Belastung und Degeneration des medialen Knorpelgewebes (12, 14). Durch die 

vorausgegangene varische Fehlbelastung der untersuchten Tibiaplateaus und der konsekutiv 

verstärkten mechanischen Belastung des medialen Kompartiments, wurde demnach ein 

höheres Maß der Knorpeldegeneration der medialen Gewebeproben erwartet. Diese 

Annahme konnte sowohl durch die morphologische Betrachtung der Knorpelproben, als auch 

durch die Bestimmung des OARSI-Scores der verschiedenen Knorpelproben bestätigt 

werden. Die Nutzung des OARSI-Scores zur Objektivierung von OA-assoziierten 

Knorpelschäden sowohl bei menschlichen als auch bei tierischen Gewebeproben wurde 

bereits in zahlreichen Studien validiert (143, 144, 145) und erwies sich somit als geeignete 

Methode zur Visualisierung und Analyse der unterschiedlich stark ausgeprägten 

Knorpelschädigungen. Es zeigte sich ein konsequent stärker ausgeprägter Grad der 

Knorpeldegeneration in den Regionen A, B und C des medialen Kompartiments in den 

Übersichtsfärbungen mit Safranin-O/fast-Green und in den erhobenen Werten des OARSI-

Scores. Hierbei zeigte sich für jede der Regionen des medialen Kompartiments ein signifikant 

höherer OARSI-Score als für jede der Regionen des lateralen Kompartiments. Dies korreliert 

mit den Ergebnissen zahlreicher Studien, die eine medial stärker ausgeprägte 

Knorpeldegeneration durch eine varische Belastung der Gelenkfläche nachweisen konnten 

(13, 133, 134). Durch die morphologische Beurteilung der Übersichtsfärbungen sowie der 

Bewertung der Proben mittels des OARSI-Scores konnte deutlich gezeigt werden, dass das 

mediale Kompartiment der untersuchten Tibiaplateaus wie erwartet über ein mechanisch 

bedingtes höheres Ausmaß der Knorpeldegeneration verfügte als die Regionen E, F und G 

des lateralen Kompartiments. Die genutzten Plateaus lieferten demnach eine geeignete 

Grundlage für die Analyse der Verteilung und Expression der untersuchten Proteine TSP-1, 

TSP-5, STIM1 und PLS3 in Abhängigkeit der mechanischen Belastung durch einen direkten 

Vergleich unterschiedlich stark belasteter Knorpelregionen. 
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5.1 Thrombospondin-1 (TSP-1) 

 

Die immunhistochemische Färbung von TSP-1 zeigte deutliche Unterschiede in der 

Expression und Lokalisation zwischen dem Gelenkknorpel des medialen und des lateralen 

Kompartiments. Die Färbung von TSP-1 war hierbei in allen Regionen des lateralen 

Kompartiments des Gelenkknorpels im Vergleich zu denen des medialen Kompartiments von 

stärkerer Intensität. Insgesamt wies die interterritoriale EZM des Gelenkknorpels in den 

lateralen Regionen E, F und G eine homogene Färbung auf, während in den oberflächlichen 

und mittleren Knorpelschichten ein reduzierter Nachweis von TSP-1 in der PZM detektiert 

werden konnte. In der tiefen Knorpelzone der anterioren (F) und zentralen (E) Region des 

lateralen Kompartiments konnte neben der interterritorialen Anfärbung der EZM zusätzlich 

eine perizelluläre Expression von TSP-1 festgestellt werden. Die Regionen des medialen 

Kompartiments wiesen hingegen keine oder lediglich eine leichte Färbung von TSP-1 im 

Bereich der EZM auf.  

Diese Ergebnisse konnten auch in vorherigen wissenschaftlichen Studien gezeigt werden. So 

konnte festgestellt werden, dass TSP-1 unter physiologischen Verhältnissen vor allem in der 

EZM der mittleren sowie apikalen unteren Zone des Gelenkknorpels exprimiert ist (90). 

Weiterhin konnte in frühen OA-Stadien eine vermehrte Expression von TSP-1 vor allem im 

Bereich der mittleren PZM beobachtet werden, während bei starker OA-bedingter 

Knorpeldegeneration eine reduzierte Anfärbung von TSP-1 vorlag (90). Die Knorpelproben, 

die für die Erstellung der vorliegenden Arbeit genutzt wurden, verfügten in den Regionen des 

medialen Kompartiments über stark ausgeprägte OA-assoziierte Veränderungen und zeigten 

eine reduzierte Färbung von TSP-1 im Vergleich zu den Regionen des lateralen 

Kompartiments. Die Regionen des lateralen Kompartiments hingegen wiesen durch die 

varische Fehlbelastung der Gelenkflächen lediglich geringe OA-Stadien auf und zeigten 

vorrangig in den mittleren und unteren Zonen des Gelenkknorpels eine vermehrte Expression 

von TSP-1. Eine vermehrte Expression von TSP-1 in von OA-betroffenem Knorpelgewebe 

konnte ebenfalls in vorangegangenen Studien festgestellt werden (91). Zudem konnte gezeigt 

werden, dass im Rahmen einer Inflammation wie bei der OA durch ein verstärktes Auftreten 

von Entzündungsmediatoren eine erhöhte Quantität von TSP-1 nachgewiesen werden konnte 

(90, 146).  

TSP-1 verfügt über eine Reihe von Eigenschaften, die bei der Pathogenese der OA hemmend 

auf ein weiteres Fortschreiten der Knorpeldegeneration wirken können. Zum einen wirkt TSP-

1 antiangiogen und antinflammatorisch (92, 93) und verhindert eine übermäßige Ossifikation 

im Rahmen kartilaginärer Reparaturvorgänge (95). Zum anderen konnte experimentell gezeigt 

werden, dass TSP-1 hemmend auf den Fortschritt von OA wirken kann, indem es die Dichte 
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von Mikrogefäßen, die Makrophageninfiltration und die IL-1β-Level im Gewebe reduziert (94). 

Einen zusätzlichen protektiven Effekt im Rahmen der Pathogenese der OA bietet TSP-1 

anhand der Fähigkeit, die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zugunsten der 

chondrogenen Zellreihe zu beeinflussen (147). Eine vermehrte Expression von TSP-1 bei 

beginnender Knorpeldegeneration lässt sich also als physiologische Reaktion auf den 

inflammatorischen Reiz früher OA-assoziierter Veränderungen interpretieren, um einen 

Fortschritt der Degeneration des Gelenkknorpels zu verhindern. Hierbei können erhöhte TSP-

1-Level sowohl eine schädigende Neoangiogenese verhindern, als auch eine Bildung von 

Ossifikationen im Sinne einer Defektheilung inhibieren. Die Lokalisation von TSP-1 im Bereich 

der PZM lässt hierbei den Rückschluss zu, dass TSP-1 über verschiedene, zellständige 

Rezeptoren unmittelbar zelluläre Vorgänge beeinflusst (93, 95, 148). Der Grund für die 

reduzierte Expression von TSP-1 bei starken Formen der OA wurde in Kaninchen-

Chondrozyten durch eine vermehrte Synthese von IL-1 begründet, welche die TSP-1-

Expression hemmt (149). Dies korreliert mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der bei einer 

stärkeren Knorpeldegenaration der Regionen des medialen Kompartiments eine signifikant 

reduzierte TSP-1-Expression nachgewiesen werden konnte. 

 

 

5.2 Thrombospondin-5 (TSP-5) 

 

Die immunhistochemischen Färbungen von TSP-5 zeigten lediglich leichte Unterschiede 

zwischen dem Gelenkknorpel des medialen und lateralen Kompartiments. Vor allem in der 

zentralen Region (E) des lateralen Kompartiments fiel hierbei eine akzentuierte perizelluläre 

Expression von TSP-5 in der oberflächlichen Zone des Knorpelgewebes auf. Zudem zeigte 

sich eine vermehrte Expression von TSP-5 in der EZM der oberflächlichen Zone in der 

zentralen (A) und posterioren (C) Region des medialen Kompartiments, während die 

oberflächliche Knorpelzone der anterioren Region (B) des medialen Kompartiments einen 

nicht-gefärbten, schmalen Saum im apikalen Bereich des Gewebes aufwies. Alle Regionen 

sowohl des medialen als auch des lateralen Kompartiments zeigten in der tiefen Zone des 

Knorpelgewebes eine Abnahme der Färbung von TSP-5 im Bereich der EZM. 

 

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass es zu einer Abnahme von TSP-5 

in mäßig von OA betroffenem Gelenkknorpel und schließlich zu einer perizellulär stärkeren 

Expression von TSP-5 in stark von OA betroffenem Gelenkknorpel kommt (108). Dies wurde 

als Anpassung auf eine verstärkte mechanische Belastung des Knorpelgewebes gedeutet, die 

der weiteren Degradierung der EZM vorbeugen soll (109). Die im Rahmen dieser Arbeit  
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beobachtete verstärkte perizelluläre Anfärbung von TSP-5 in der zentralen Region (E) des 

lateralen Kompartiments könnte ebenfalls als Hochregulierung gedeutet werden und deckt 

sich demnach mit bereits bestehenden Erkenntnissen in der Literatur. Da diese vermehrte 

Expression aber vor allem für stark von OA betroffenem Gewebe vorbeschrieben ist, wurde 

eine verstärkte Färbung von TSP-5 im Rahmen dieser Arbeit eher in den Regionen des 

medialen Kompartiments erwartet. Dies konnte lediglich in der oberflächlichen Knorpelzone 

der zentralen und posterioren Region (A und C) des medialen Kompartiments beobachtet 

werden. Dass eine vermehrte Expression von TSP-5 bei OA vor allem in den oberflächlichen 

Knorpelzonen stattfindet, ist im Einklang mit früheren wissenschaftlichen Erkenntnissen und 

wurde durch eine mögliche Induktion einer chondrozytären Repopulation geschädigter 

Knorpelareale durch TSP-5 begründet (150). Die anderen Knorpelzonen sowie der 

Gelenkknorpel der anterioren Region (B) des medialen Kompartiments wiesen jedoch eher 

eine schwache Färbung auf, welche vor allem bei leichten OA-Stadien gezeigt wurde (108). 

Auch die Tatsache, dass TSP-5-Spiegel im Serum in zahlreichen Studien proportional 

steigend mit dem Grad der vorliegenden OA gemessen werden konnten (103, 104, 105, 106), 

widerspricht den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da beim direkten Vergleich des 

medialen und lateralen Kompartiments morphologisch keine prägnante Mehrexpression in den 

Regionen des medialen Kompartiments im Vergleich mit den Regionen des lateralen 

Kompartiments detektiert werden konnte. Dies könnte darin begründet sein, dass das 

Knorpelgewebe des lateralen Kompartiments ebenfalls von den pathogenen und 

inflammatorischen Vorgängen der stark ausgeprägten OA des medialen Kompartiments 

betroffen war und bereits eine erhöhte Expression von TSP-5 stattgefunden hat. Da eine 

erhöhte Expression von TSP-5 reaktiv auf degenerative Vorgänge als vorbeugender Respons 

zum Schutz einer weiteren Degradation des Knorpelgewebes interpretiert wurde (109), könnte 

dies auch bereits im lateralen Kompartiment als prophylaktische Reaktion geschehen sein, 

welche durch die aggravierten OA-assoziierten Veränderungen des medialen Kompartiments 

induziert wurde. Das Kniegelenk muss hierbei als vollständige Einheit gesehen werden, 

welche in sich nicht strikt in lateral und medial trennt. Diese Annahme könnte durch die 

Nutzung gesunder, humaner Knorpelproben als Kontrollgruppe überprüft werden, was jedoch 

aufgrund ethischer Gründe nicht durchführbar war. 

 

Der TSP-5-Score zeigte außerdem keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen 

Regionen des medialen und lateralen Kompartiments. Dies könnte einer suboptimalen Wahl 

des Scoring-Verfahrens geschuldet sein; es ist möglich, dass das gewählte Scoring-Verfahren 

nicht sensitiv genug war, um die subtilen Unterschiede der TSP-5-Expression zwischen den 

medialen und lateralen Kompartimenten zu detektieren. Zudem bezog sich das Scoring-

Verfahren lediglich auf die Parameter des Ausmaßes („Extend“) und der Intensität („Intensity“) 
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der Anfärbungen und berücksichtigte nicht die genaue Lokalisation der Färbung innerhalb der 

verschiedenen Bereiche der EZM. Subtile Änderungen der Lokalisation von TSP-5 bei den 

unterschiedlichen OA-Stadien, die aber über ein ähnliches Ausmaß und eine vergleichbare 

Intensität der Anfärbung verfügten, wurden von diesem Score dementsprechend nicht 

detektiert. Außerdem ist es denkbar, dass durch eine bereits erhöhte Expression von TSP-5 

im lateralen Kompartiment, ausgelöst durch die pathogenetischen Vorgänge im medialen 

Kompartiment, keine signifikanten Unterschiede mittels des Scoring-Verfahrens detektiert 

werden konnten. Da zuvor im Rahmen von Studien gezeigt werden konnte, dass es bei OA zu 

einer insgesamt vermehrten Expression von TSP-5 kommt (108, 109), kann die fehlende 

Signifikanz der Ergebnisse dieser Arbeit auf eine Inkompatibilität des gewählten Scoring-

Verfahrens mit der spezifischen Expressionsverteilung von TSP-5 innerhalb des arthrotischen 

Knorpelgewebes hindeuten. Die Durchführung eines Western Blots wäre hilfreich, um die 

quantitativen Unterschiede der Expression von TSP-5 im medialen und lateralen 

Kompartiment differenzierter herauszustellen. Erschwerend kommt hinzu, dass das Scoring-

Verfahren für diese Arbeit erstellt wurde und somit nicht direkt übertragbar auf die 

Vorgehensweise vorangegangener wissenschaftlicher Betrachtungen der Expression von 

TSP-5 bei verschiedenen OA-Stadien ist, welche vor allem mittels quantifizierbarer Methoden 

wie Western Blot (108, 109) oder ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, 103, 105) 

durchgeführt wurden. 

 

 

5.3 Stroma interaction molecule 1 (STIM1) 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine starke Färbung von STIM1 in der oberflächlichen 

Knorpelzone nachgewiesen werden. Dies konnte sowohl im medialen als auch im lateralen 

Kompartiment gezeigt werden, wobei im Gelenkknorpel der Regionen des medialen 

Kompartiments eine deutlich intensivere Färbung von STIM1 in den Chondrozyten vorhanden 

war. Dies spiegelte sich auch in der statistischen Auswertung wider, in der die Regionen des 

medialen Kompartiments über signifikant mehr STIM1-positive Chondrozyten verfügten und 

zusätzlich eine stärkere Färbung von STIM1 in der oberflächlichen Zone des Gelenkknorpels 

aufwiesen als die Regionen des lateralen Kompartiments. 

 

Das in der ER-Membran gelegene STIM1 reguliert über die Interaktion mit ORAI1-

Ionenkanälen in der Zellmembran den intrazellulären Ca2+-Spiegel (110). Bei einer 

Erschöpfung der Ca2+-Speicher im ER der Zelle kommt es zu einer vermehrten Aktivierung 

und einer Konformationsänderung von STIM1 (111), welche im Rahmen des SOCE (store 
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operated-Ca2+ entry ) über CRACs (Ca2+-release activated Ca2+-Channels) zu einem Influx von 

extrazellulärem Ca2+ mit dem Ziel einer erneuten Saturierung des intrazellulären Ca2+-

Speichers führt (112). Interessanterweise reagieren Chondrozyten auf mechanische Stimuli 

im Rahmen des Ca2+-Signalings primär mit einer Veränderung des intrazellulären Ca2+-

Spiegels (80). Außerdem konnte gezeigt werden, dass mechanische Belastung über die 

Aktivierung mechanosensitiver Kanäle, wie dem TRPV4-Kanal, zu einer erhöhten 

Verschiebung von extrazellulärem Ca2+ nach intrazellulär führt (81, 82). Es könnte somit 

spekuliert werden, dass die vermehrte Expression von STIM1 in der oberflächlichen Zone des 

Gelenkknorpels und die höhere Anzahl STIM1-positiver Chondrozyten in den Regionen des 

medialen Kompartiments darauf hindeutet, dass bei der Pathogenese der OA Ca2+-abhängige 

zelluläre Mechanismen der Mechanotransduktion eine Rolle spielen. Vorangegangene 

Untersuchungen deuten außerdem auf eine Stimulierung kataboler Mechanismen in 

Chondrozyten im Rahmen eines veränderten Ca2+Signaling hin (151). Zudem konnte gezeigt 

werden, dass durch eine Störung des SOCE die Proliferation von Chondrozyten entschieden 

gestört wird (115, 116). STIM1 scheint also durch die Regulierung des SOCE entscheidend 

Einfluss auf physiologische intrazelluläre Signalwege mittels Ca2+-Ionen zu nehmen. Eine 

Hochregulierung von STIM1 in den Chondrozyten in stark mechanisch beanspruchtem 

Knorpelgewebe kann demnach als Folge von mechanischer Belastung und der Entwicklung 

von OA interpretiert werden. Die Tatsache, dass in den stärker mechanisch beanspruchten 

oberflächlichen Zonen des Gelenkknorpels in den Regionen des medialen Kompartiments eine 

signifikant höhere Expression von STIM1 detektiert werden konnte als in den weniger stark 

mechanisch beanspruchten Regionen des lateralen Kompartiments, stützt diese These.  

 

 

5.4 Plastin-3 (PLS3) 

 

Die Immunfluoreszenzfärbungen zeigten eine intrazelluläre Expression von PLS3 in den 

Chondrozyten aller Regionen der Tibiaplateaus, wobei eine deutlich höhere Anzahl PLS3-

positiver Chondrozyten in der oberflächlichen Knorpelzone nachgewiesen werden konnte. 

Beim Vergleich des medialen mit dem lateralen Kompartiment zeigte sich analog zu den 

Expressions- und Verteilungsmustern von STIM1 eine prozentual häufigere und signifikant 

stärkere Anfärbung von PLS3 in den Chondrozyten der Regionen des medialen 

Kompartiments.  

Dies kann als Zusammenhang zwischen PLS3 und den mechanosensitiven Vorgängen im 

Gewebe interpretiert werden, die im medialen Kompartiment durch eine verstärkte  

mechanische Belastung entsprechend vermehrt induziert wurden. Diese Erkenntnis deckt sich  
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mit den Ergebnissen vorangegangener Studien, die eine vermehrte Expression von PLS3 in 

isolierten Chondrozyten aus von OA betroffenem Gewebe beschrieben haben (131). PLS3 

konnte in verschiedenen Zellen des Knochengewebes nachgewiesen werden; so konnte 

gezeigt werden, dass PLS3 in Osteoblasten (137), Osteoklasten (129) und Osteozyten (138) 

exprimiert wird und einen Einfluss auf die resorptive Funktion von Osteoklasten (129) und die 

Mechanosensitivität von Osteozyten (126) hat. Außerdem konnten PLS3-Mutationen 

ursächlich mit verschiedenen Knochenerkrankungen wie verschiedenen Osteoporoseformen 

(126, 127, 128) in Verbindung gebracht werden. Die Rolle und Funktion von PLS3 in humanem 

Knorpelgewebe ist bisher jedoch noch nicht im Detail verstanden. Es gibt jedoch Hinweise 

darauf, dass PLS3 über seine Fähigkeit, Aktinfilamente zu binden und zu bündeln (121) und 

damit als Einfluss auf die Struktur des Zytoskeletts der Zelle zu nehmen, wesentlich an 

mechanosensitiven, intrazellulären Vorgängen beteiligt ist (152). Studien gehen zudem davon 

aus, dass PLS3 Signale der Mechanotransduktion beeinflussen kann (126). Die Tatsache, 

dass PLS3 im Rahmen dieser Arbeit vor allem in den oberflächlich gelegenen 

Knorpelbereichen nachgewiesen werden konnte, die starken mechanischen Einflüssen 

ausgesetzt waren, stützt diese These. Zusammenfassend erscheint es also schlüssig, dass 

PLS3 nicht nur im Knochengewebe (126), sondern auch im Knorpelgewebe an 

mechanosensitiven Vorgängen beteiligt ist und an den pathogenetischen Signalwegen der OA 

beteiligt ist. 

 

 

5.5 Abhängigkeit der Expressions- und Verteilungsmuster der untersuchten 

Proteine von mechanischer Belastung 

 

Sowohl für TSP-1 als auch für STIM1 und PLS3 konnte eine unterschiedliche Verteilung der 

Expression und Lokalisation bei einem direkten Vergleich des medialen und lateralen 

Kompartiments gezeigt werden.  

 

TSP-1 zeigte hierbei eine reduzierte Expression im Gelenkknorpel des mechanisch stärker 

beanspruchten medialen Kompartiments und eine signifikant höhere Expression in dem 

mechanisch geringer beanspruchten lateralen Kompartiment. Innerhalb des medialen 

Kompartiments zeigten sich Abstufungen der erhobenen TSP-1-Scores mit der 

signifikantesten Reduktion in der zentralen Region (A) und einem signifikant höheren TSP-1-

Score in der anterioren Region (B) des medialen Kompartiments. Insgesamt könnte dies für 

eine antiproportionale Abhängigkeit der TSP-1-Expression von mechanischer Belastung 

sprechen, welche im lateralen Kompartiment zu einer stärkeren Expression von TSP-1 im 
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Vergleich zum medialen Kompartiment führt. Diese Erkenntnis deckt sich mit der 

entsprechenden Literatur (90, 91). Die Abstufungen im medialen Kompartiment könnten 

dementsprechend für eine ungleiche Verteilung der Belastung im Sinne einer vor allem zentral 

akzentuierten Varusgonarthrose sprechen. Dies würde einer medialen Mehrbelastung zu 

Lasten vor allem der zentralen Region (A) entsprechen. Diese Erkenntnisse korrelieren mit 

Studien, welche einen Beginn der Varusgonarthrose vor allem im zentralen Bereich des 

medialen Tibiaplateaus mit einer konsekutiven Ausbreitung der Knorpeldegradierung in 

anteriore und posteriore Bereiche beobachtet haben (134).  Dieser These widerspricht 

allerdings, dass der im Rahmen dieser Arbeit erhobene OARSI-Score keine signifikant 

höheren Werte der zentralen Region (A) des medialen Kompartiments gegenüber der 

anterioren (B) und posterioren (C) Region zeigte. 

 

STIM1 und PLS3 zeigen jeweils eine deutlich höhere Expression in der oberflächlichen Zone 

des Gelenkknorpels bei einem Vergleich der verschiedenen Knorpelzonen. Hierbei zeigt sich 

für beide Proteine eine signifikant stärkere Expression im mechanisch stärker beanspruchten 

medialen Kompartiment. Die Expression und Verteilung von STIM1 lässt den Schluss zu, dass 

diese abhängig von mechanischer Belastung ist und STIM1 dementsprechend an 

mechanosensitiven Vorgängen beteiligt sind. Gestützt wird diese These durch Literatur, 

welche die Relevanz von STIM1 im Rahmen des intrazellulären Ca2+Signaling zeigen konnte 

(110, 112), den Einfluss dieser STIM1-induzierten Vorgänge auf Chondrozyten nachweisen 

konnte (115, 116) sowie den Zusammenhang mechanosensitiver Vorgänge mit Änderungen 

des Ca2+-Spiegels (81, 82) belegten. Das in dieser Arbeit gezeigte gleichartige 

Lokalisationsmuster von STIM1 und PLS3 legt die Vermutung nahe, dass neben STIM1 auch 

die Expression und Verteilung von PLS3 abhängig ist von unterschiedlicher mechanischer 

Beanspruchung des Knorpelgewebes. Zudem gibt die bestehende Fachliteratur Hinweise auf 

eine bedeutsame Rolle von PLS3 im Rahmen mechanosensitiver Vorgänge aufgrund seiner 

Eigenschaft, Ca2+-abhängig Aktinfilamente zu binden und zu bündeln und so Einfluss auf die 

Organisation des Zytoskeletts zu nehmen (121). Dadurch wird PLS3 ebenfalls eine Beteiligung 

an grundlegenden Mechanismen der Mechanotransduktion zugeschrieben (152). Da eine 

fehlerhafte Mechanotransduktion einen essentiellen Faktor in der Entwicklung von OA darstellt 

(153, 154), liegt nahe, dass zwischen der Expression von PLS3 und der Pathogenese der OA 

ein direkter Zusammenhang besteht. Allerdings scheinen sowohl verminderte als auch erhöhte 

PLS3-Level mit der Pathogenese unterschiedlicher Erkrankungen assoziiert zu sein (155); ein 

Vorliegen verschiedener PLS3-Mutationen und der Verlust physiologischen PLS3s konnte im 

Rahmen verschiedener (126, 127, 128) Osteoporoseformen als Auslöser der Erkrankung 

detektiert werden, während erhöhte PLS3-Spiegel in OA-Chondrozyten nachgewiesen werden 

konnten (131). 
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In der vorliegenden Arbeit konnte keine signifikant stärkere Expression von TSP-5 im medialen 

oder lateralen Kompartiment nachgewiesen und somit keine signifikanten Unterschiede in 

Bezug auf eine unterschiedlich starke mechanische Belastung gezeigt werden. Diesem 

Ergebnis widersprechen jedoch vorangegangene Studien, die zeigen, dass mechanische 

Stimuli zu einer gesteigerten Expression von TSP-5 führen (97). Eine solche verstärkte 

Expression von TSP-5 konnte im Rahmen dieser Arbeit morphologisch vor allem in den 

oberflächlichen Knorpelschichten detektiert werden, wobei dies sowohl in der zentralen Region 

(E) des lateralen Kompartiments als auch in der zentralen (A) und posterioren (C) Region des 

medialen Kompartiments gezeigt werden konnte. Der Reexpression von TSP-5 im Rahmen 

von OA-assoziierten Veränderungen wird eine schützende Funktion für das Knorpelgewebe 

zugeschrieben; zum einen gibt es Hinweise darauf, dass TSP-5 einer weiteren Degradierung 

des Gewebes vorbeugen soll (109). Andererseits konnte gezeigt werden, dass TSP-5 eine 

Repopulation geschädigter Knorpelareale mit Chondrozyten begünstigt und die Synthese von 

Kollagen II, IX und XII sowie von PGs induziert (150) und so Anteil an reparativen Prozessen 

in degradiertem Knorpelgewebe hat. Insgesamt erscheint es also sinnvoll, dass TSP-5 

vorrangig in stark mechanisch beanspruchten Bereichen des Knorpelgewebes exprimiert wird, 

auch wenn dies mit den genutzten Methoden dieser Arbeit nicht eindeutig gezeigt werden 

konnte. 

 

 

5.6 Kolokalisationen von TSP-1, TSP-5, STIM1 und PLS3 

 

Die Proteine STIM1 und PLS3 zeigten gleichartige Verteilungsmuster sowohl beim Vergleich 

der unterschiedlichen Knorpelzonen als auch beim Vergleich der Regionen des medialen 

Kompartiments mit den Regionen des lateralen Kompartiments. Für beide Proteine konnte 

eine vermehrte Expression in den oberflächlichen Knorpelzonen aller Regionen beider 

Kompartimente gezeigt werden. Außerdem wiesen die Regionen A, B und C des medialen 

Kompartiments eine signifikant stärkere Expression sowohl von STIM1 als auch von PLS3 auf 

als die Regionen E, F und G des lateralen Kompartiments. 

Die Thrombospondine TSP-1 und TSP-5 zeigten unterschiedliche, fast entgegengesetzte 

Färbemuster beim Vergleich des medialen und lateralen Kompartiments und der 

unterschiedlichen Knorpelzonen. Die Expression von TSP-5 zeigte eine homogene Färbung 

der EZM und keine signifikanten Unterschiede im Vergleich des medialen mit dem lateralen 

Kompartiment. TSP-1 zeigte hingegen eine stärkere Expression in den Regionen des lateralen 

Kompartiments im Vergleich mit dem medialen Kompartiment. Zusätzlich wies TSP-5 eine 

stärkere Expression in der PZM der oberflächlichen Knorpelzone auf, während die Färbung 
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von TSP-5 vor allem im Bereich der EZM in der tiefen Knorpelzone abnahm. Die Expression 

von TSP-1 beschränkte sich hingegen auf die PZM in den tiefen und mittleren Knorpelzonen 

des lateralen Kompartiments und nahm in der oberflächlichen Knorpelzone ab.  

 

Vorausgegangene Studien haben gezeigt, dass die Interaktion von TSP-5 mit STIM1 

regulierend auf die Aktivierung der CRACs wirkt und so einen Einfluss auf den Ca -2+-Influx 

hat (119). Eine vermehrte Expression von TSP-5 und STIM1 in den oberflächlichen Zonen des 

Gelenkknorpels beider Kompartimente könnte dementsprechend mit einer möglichen direkten 

Interaktion dieser beiden Proteine einhergehen. Die deutliche perizelluläre Expression von 

TSP-1 fand sich hingegen vor allem in der mittleren und tiefen Knorpelzone. Außerdem ist 

TSP-1 in den Regionen des medialen Kompartiments in einem geringeren Maß nachweisbar 

als in den Regionen des lateralen Kompartiments und stimmt daher nicht mit den übrigen 

untersuchten Proteinen überein. Im Vergleich zu der Expression von STIM1 und PLS3 scheint 

demnach keine Korrelation der Expression von TSP-1 zu bestehen, sondern eher ein 

antiproportionales Verhältnis vorzuherrschen. Ob dies eine Aussage über eine gegensätzliche 

Funktion im Rahmen pathogenetischer, OA-assoziierter Vorgänge der einzelnen Proteine 

zulässt, lässt sich alleine aufgrund dieser Arbeit nicht eruieren. Eine direkte Interaktion scheint 

allerdings aufgrund der disproportionalen Verteilung von TSP-1 im Vergleich mit STIM1 und 

PLS3 unwahrscheinlich. Über eine mögliche Interaktion von PLS3 mit den übrigen 

untersuchten Proteinen bestehen bisher so gut wie keine wissenschaftlichen Erkenntnisse. 

Ebenso ist die Funktion und Interaktion von STIM1 und PLS3 in humanem Knorpelgewebe 

bisher aufgrund einer unzureichenden Studienlage noch größtenteils ungeklärt. Die in dieser 

Arbeit gezeigte analog zu STIM1 auftretende Mehrexpression von PLS3 in den oberflächlichen 

Knorpelzonen, mit einer deutlichen Betonung des medialen Kompartiments, sowie die 

Interaktion beider Proteine mit Ca2+-Ionen (110, 121), bietet jedoch einen vielversprechenden 

Ansatzpunkt für eine detaillierte Untersuchung des Zusammenspiels dieser beiden Proteine. 

Zusätzlich bildet die intrazelluläre Lokalisation beider Proteine in den Chondrozyten der 

oberflächlichen Knorpelschichten eine Gemeinsamkeit, die auf eine mögliche funktionale 

Analogie oder zumindest auf symbiotische funktionale Aspekte von STIM1 und PLS3 im 

Rahmen pathogenetischer Vorgänge bei der OA hinweisen könnte.  

 

 

5.7 Kritische Analyse der angewandten Verfahren 

 

Für die Untersuchung der Expression der verschiedenen Proteine wurden Tibiaplateaus 

genutzt, die aufgrund der varischen Fehlbelastung unterschiedliche Grade der 
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Knorpeldegeneration aufwiesen. Die Gewebeproben des lateralen Kompartiments waren 

hierbei zwar einer geringeren mechanischen Belastung ausgesetzt, aufgrund der 

persistierenden Teilbelastung waren jedoch auch hier OA-assoziierte Veränderungen zu 

detektieren, wenngleich in deutlich geringerem Ausmaß als bei den Knorpelproben des 

medialen Kompartiments. Für eine höhere Aussagekraft der Ergebnisse müsste hingegen 

optimalerweise vollständig gesundes humanes Knorpelgewebe mit degeneriertem 

Knorpelgewebe verglichen werden, um den verschiedenen OA-assoziierten Veränderungen 

physiologische Verhältnisse gegenüber stellen zu können. Aufgrund ethischer Bedenken ist 

es jedoch nicht realisierbar, gesunde humane Knorpelgewebsproben als Kontrollgruppe 

heranzuziehen. Zusätzlich war nicht bei jeder Gewebeprobe eindeutig festzustellen, ob die 

oberste Knorpelschicht der Gewebeschnitte der ursprünglich oberflächlichen Knorpelzone 

entsprach. Grund hierfür ist ein eventueller Verlust der oberflächlichen Knorpelschicht im 

Verlauf der OA-Entwicklung in vivo. Die vermehrte Expression von STIM1 und PLS3 in den 

oberflächlichen Knorpelzonen ist trotzdem als interessant zu deuten, da ungeachtet der 

physiologischen Zoneneinteilung des Knorpels eine Hochregulierung dieser Proteine im 

oberen, der stärksten mechanischen Kraft ausgesetzten Bereiches des Knorpels stattfand und 

demnach gleichwohl als Hinweis auf eine Beteiligung von STIM1 und PLS3 an 

mechanosensitiven Vorgängen interpretiert werden kann. 

 

Die Bewertung der Knorpelschnitte mittels des OARSI-Scores erwies sich in zahlreichen 

Untersuchungen als valide und sensitive Methode (143, 144, 145, 156), um OA-assoziierte 

Veränderungen von Knorpelgewebe zu beurteilen. Bei der Durchführung des OARSI-Scorings 

im Rahmen dieser Arbeit fiel jedoch auf, dass bei der Einteilung der verschiedenen OA-Stadien 

nicht eindeutig war, welches Ausmaß der Schädigung nun den ausschlaggebenden Faktor in 

der Bestimmung des Stadiums darstellte, wenn mehrere Schädigungsgrade vorhanden waren. 

Diese Schwachstelle des OARSI-Scoring-Verfahrens hatte zuvor bereits Erwähnung in der 

Fachliteratur gefunden (157). Im Rahmen dieser Arbeit wurde schließlich festgelegt, dass stets 

das Ausmaß des höheren Grades der Knorpelschädigung determinierend für die Vergabe des 

Stadiums sein sollte. Diese Prämisse wurde konsequent bei der Durchführung des Scorings 

eingehalten, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erhalten. Außerdem wurde eine 

doppelte Durchführung des OARSI-Scores von zwei unabhängigen Untersuchern umgesetzt, 

um eine mögliche Ergebnisverzerrung zu verhindern. Zusätzlich wurde die intrapersonelle 

Variabilität der Erstuntersucherin ausgewertet, indem das OARSI-Scoring zu einem späteren 

Zeitpunkt stichprobenartig für verschiedenen Gewebeschnitte wiederholt und mit den 

ursprünglichen Scoring-Ergebnissen verglichen wurde. 
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Eine weitere Schwachstelle der vorliegenden Arbeit stellt die fehlende Vergleichbarkeit der 

Scores von TSP-1 und TSP-5 mit wissenschaftlicher Fremdliteratur dar. Für TSP-1 konnten 

dessen ungeachtet Ergebnisse erzielt werden, die sich mit bestehender Fachliteratur decken. 

Für TSP-1 scheint das gewählte Scoring-Verfahren demnach geeignet zu sein. Es müssten 

weitere Untersuchungen mit diesem Verfahren durchgeführt werden, um die Validität und 

Sensitivität endgültig bewerten zu können. Für die Expression von TSP-5 erwies sich der 

Score hingegen als nicht richtungsweisend, da keinerlei signifikante Unterschiede zwischen 

den einzelnen Regionen oder der Gesamtheit der Regionen im medialen Kompartiment 

verglichen mit dem lateralen Kompartiment gezeigt werden konnten. Wie bereits diskutiert, 

könnte dies der suboptimalen Wahl der Parameter „Extend“ und „Intensity“ geschuldet sein, 

welche zwar die rein quantitative Änderung von Ausmaß und Intensität der Anfärbung messen, 

jedoch keine Differenzierung zwischen der unterschiedlichen Anfärbung verschiedener 

Kompartimente innerhalb des Knorpelgewebes vornehmen. Außerdem ist es möglich, dass 

der angewendete Score für die Quantifikation von TSP-5 nicht sensibel genug war. Dies hätte 

mithilfe eines quantitativen Verfahrens wie beispielsweise der zusätzlichen Durchführung 

eines Western Blots überprüft werden können. 

 

 

5.8 Schlussfolgerungen und Ausblick 

 

Insgesamt konnte durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden, dass die Expression von 

STIM1, PLS3 und TSP-1 abhängig von unterschiedlich stark einwirkender mechanischer 

Belastung auf das artikuläre Knorpelgewebe ist.  

Hierbei zeigte sich eine deutlich vermehrte Expression der Ca2+-abhängigen, mit dem 

Zytoskelett verbundenen Proteine STIM1 und PLS3 in der oberflächlichen Knorpelzone des 

medialen Kompartiments. Die Expression von STIM1 und PLS3 verhält sich dementsprechend 

proportional zur mechanischen Belastung und dem OA-Stadium. Dies deutet auf eine 

Beteiligung Ca2+-abhängiger second-messenger-Mechanismen in Verbindung mit dem 

mechanosensitiven Aktinskelett von Chondrozyten bei der zellulären Pathogenese der OA hin. 

Ob eine direkte Interaktion zwischen STIM1 und PLS3 besteht, ist durch diese Arbeit nicht zu 

eruieren. Es gibt jedoch aufgrund der analogen Expressionsmuster und der intrazellulären 

Lage der Proteine, sowie der Interaktion beider Proteine mit Ca2+-Ionen zumindest 

vielversprechende Hinweise auf mögliche funktionale Analogien oder Zusammenhänge von 

STIM1 und PLS3 im Rahmen pathogenetischer Vorgänge der OA. Weitere Studien wären 

nötig, um dies genauer zu untersuchen.  

Für TSP-1 konnte eine deutliche Reduzierung der Expression im Bereich des stärker 
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mechanisch belasteten medialen Kompartiments gezeigt werden. Dies steht im Einklang mit 

vorangehenden Untersuchungen und Literatur und kann auf eine Inhibierung der TSP-1-

Expression im Rahmen pathogenetischer Vorgänge der OA hindeuten. Außerdem konnte eine 

vermehrte Expression bei den geringeren OA-Stadien des lateralen Kompartiments 

nachgewiesen werden. Dies kann als physiologische Reaktion interpretiert werden, die einer 

fortschreitenden Degeneration des Knorpelgewebes entgegenwirken soll. Um ein 

detaillierteres Verständnis über die genauen Zusammenhänge bezüglich der Rolle von STIM1, 

PLS3 und TSP-1 bei der Entwicklung von OA zu erlangen, sind weitere Untersuchungen 

notwendig. 

TSP-5 zeigte lediglich subtile Veränderungen beim Vergleich der unterschiedlich stark 

belasteten Kompartimente. Es konnte allerdings eine verstärkte Expression von TSP-5 in den 

oberflächlichen Knorpelzonen sowohl einzelner Regionen des lateralen als auch des medialen 

Kompartiments nachgewiesen werden, was als eine Beteiligung von TSP-5 an reparativen 

Vorgängen bei einer Schädigung des Knorpelgewebes bei OA gedeutet werden kann.  Die 

Ergebnisse dieser Arbeit stehen allerdings nur teilweise im Einklang mit bestehenden 

wissenschaftlichen Erkenntnissen, die eine prägnante Reexpression von TSP-5 vor allem in 

stark von OA betroffenem Gewebe zeigen konnten. In dieser Arbeit konnte jedoch keine 

signifikant vermehrte Expression von TSP-5 im stärker mechanisch belasteten medialen 

Kompartiment im Vergleich zum lateralen Kompartiment festgestellt werden. Ein Grund dafür 

könnte die bereits in vivo stattgefundene Hochregulierung von TSP-5 im lateralen 

Kompartiment sein, welche durch die pathogenetischen Vorgänge im medialen Kompartiment 

induziert worden sind, mit dem Ziel frühzeitig einer weiteren Degradierung des 

Knorpelgewebes entgegen zu wirken.  

 

Insgesamt geben die Ergebnisse dieses Promotionsprojektes eindeutige Hinweise auf einen 

Zusammenhang zwischen der Pathogenese der OA und dem mechanosensitiven Protein 

TSP-1 sowie den Ca2+-abhängigen Proteinen STIM1 und PLS3, welche durch ihre Verbindung 

mit dem Aktinskelett der Chondrozyten ebenfalls an mechanosensitiven Vorgängen beteiligt 

sind. Die Erkenntnisse dieser Arbeit können neue Ansatzpunkte für Untersuchungen 

hinsichtlich des Verständnisses der Pathogenese der OA und somit auch relevanter neuer 

Diagnostik- und Therapieansätze bieten, mit dem Ziel, zukünftig eine kausale Behandlung OA-

assoziierter Veränderungen zu ermöglichen. 
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